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RESUMO 

 

 

SOUZA, Maria das Graças Coelho de. Relação entre biomarcadores inflamatórios, de 

adesão celular, de estresse oxidativo, de lesão endotelial, remodelamento tecidual e 

vascular e os diferentes estágios da doença venosa crônica primária (classes clínicas 

CEAP C0a, C2, C3, C4). 2013. 136 f. Tese (Doutorado em Fisiopatologia Clínica e 
Experimental) - Faculdade de Ciências Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, 
2013. 
 

A doença venosa crônica (DVC) é uma desordem complexa que compreende sinais e 
sintomas que variam das telangiectasias às úlceras ativas. A DVC é classificada de acordo 
com aspectos clínicos, etiológicos, anatômicos e fisiopatológicos (CEAP) em sete classes 
variando de C0 à C6. A principal causa da DVC é a hipertensão venosa que altera o fluxo 
venoso e, consequentemente, a força de cisalhamento que induz alterações fenotípicas nas 
células endoteliais que passam a expressar mediadores pró-inflamatórios e pró-trombóticos, 
que levam à adesão de leucócitos, ao aumento do estresse oxidativo, da permeabilidade 
vascular e do dano endotelial e ao remodelamento tecidual e vascular.Em virtude dos 
inúmeros mecanismos e da diversidade de moléculas envolvidas na patogênese e progressão 
da DVC, é essencial conhecer a interação entre elas e também saber quais são as moléculas 
(biomarcadores) que se correlacionam positivamente ou negativamente com a gravidade da 
doença. Foram avaliados os níveis de Interleucina-6 (IL-6), sL-selectina, sE-selectina, sP-
selectina, molécula de adesão intercelular-1solúvel (sICAM-1), molécula de adesão das 
células vasculares-1 solúvel (sVCAM-1), ativador tecidual do plasminogênio (tPA), atividade 
do inibidor do ativador do plasminogênio-1 (PAI-1), trombomodulina solúvel (sTM), fator de 
von Willebrand (vWF), metaloproteinase de matriz (MMP)-2, MMP-3, MMP-9, inibidor 
tecidual das MMPs -1 (TIMP-1), angiopoietina-1 e -2, sTie-2 e s-Endoglina e fator de 
crescimento do endotélio vascular (VEGF) no sangue coletado da veia braquial de 173 
mulheres com DVC primária divididas em grupos C2, C3, C4 e  C4 menopausadas (C4m) e de 
18 voluntárias saudáveis (grupo C0a). Foram também analisados os níveis urinários de ent-
prostaglandina F2α nesses grupos. Não foram encontradas diferenças estatisticamente 
significativas com relação às concentrações sanguíneas e urinárias de sE-selectina, sP-
selectina, sICAM-1, atividade de PAI-1, MMP-3, razão TIMP-1/MMP-3, angiopoietin-2, 
razão angiopoietina-1/angiopoietina-2, s-Endoglina e ent-prostaglandina F2α entre os grupos 
estudados, possivelmente devido à alta variabilidade na concentração desses biomarcadores  
entre as participantes do mesmo grupo.  Entretanto, as concentrações sanguíneas de IL-6 sL-
selectina, sVCAM-1, tPA, vWF, sTM, MMP2, MMP-9, TIMP-1, razão TIMP-1/MMP-2, 
razão TIMP-1/MMP-9, angiopoietina-1 e VEGF foram estatisticamente diferentes entre os 
grupos. Não foi identificado nenhum biomarcador que se correlacionasse diretamente ou 
inversamente com a progressão da DVC, provavelmente devido à diversidade de fatores 
envolvidos e à complexa interação entre eles durante o curso da doença. 
 

Palavras-chave: Veias varicosas. Inflamação. Lesão endotelial. Remodelamento tecidual. 

Remodelamento vascular. 



 

ABSTRACT 

 

 

SOUZA, Maria das Graças Coelho de. Relationship between biomarkers of inflammation, 

cell adhesion, oxidative stress, endothelial cell damage, vascular and tissue remodeling 

and the different stages of primary chronic venous disease (CEAP clinical classes C0a, 

C2, C3, C4). 2013. 136 f. Tese (Doutorado em Fisiopatologia Clínica e Experimental) - 
Faculdade de Ciências Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, 2013. 
 

Chronic Venous Disease (CVD) is a complex disorder, which encompasses signs and 
symptoms that vary from telangiectasias to active ulcers. The CVD is classified according 
Clinical, Etiologic, Anatomical and Pathophysiological (CEAP) aspects into seven classes 
varying from C0 to C6. The main cause of CVD is venous hypertension, which alters venous 
flow and consequently, shear stress. Abnormal shear stress induces phenotypic changes in 
endothelial cells that start to express pro-inflammatory and pro-thrombotic mediators that lead 
to leukocyte adhesion, oxidative stress, increased vascular permeability and endothelial cell 
damage  and tissue and vascular remodeling. Due to  several mechanisms and the diversity of 
molecules involved in the pathogenesis and progression of CVD, is essential to know the 
interplay between them and which are the molecules (biomarkers) that correlate positively 
and negatively with the severity of the disease. We investigated the levels of interleukin-6 
(IL-6), sL-selectin, sE-selectin, sP-selectin, soluble intercellular adhesion molecule-1 
(sICAM-1), soluble vascular cell adhesion molecule-1 (sVCAM-1), tissue plasminogen 
activator (tPA), plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1) activity, soluble thrombomodulin 
(sTM), von Willebrand factor (vWf), matrix metalloproteinase (MMP)-2, MMP-3, MMP-9, 
tissue inhibitor of metaloproteinases-1 (TIMP-1), angiopoietin-1 and -2, sTie-2, s-Endoglin, 
vascular endothelial growth factor (VEGF) in the blood taken from the brachial vein of 173 
patients with primary CVD divided into C2, C3, C4 and menopaused C4 (C4m) groups and 18 
healthy volunteers (C0a group).We also investigated the urinary levels of ent-prostaglandin F2α 
in these groups. There was no statistically significant difference between groups with respect 
to blood or urinary levels of sE-selectin, sP-selectin, sICAM-1, PAI-1 activity, MMP-3, 
TIMP-1/MMP-3 ratio, angiopoietin-2, angiopoietin-1/angiopoietin-2 ratio, s-Endoglin and 
ent-prostaglandin F2α, likely due to the high variability  of these biomarkers concentration 
among participants within the same group.  However, blood levels of IL-6, sL-selectin, 
sVCAM-1, tPA, vWF, sTM, MMP-2, MMP-9, TIMP-1, TIMP-1/MMP-2 ratio, TIMP-
1/MMP-9 ratio, angiopoietin-1 and VEGF were  statistically different between groups. It was 
not identified any biomarker that correlated directly or inversely with the progression of 
CVD, probably due to the diversity of factors involved and the complex interplay between 
them in the course of the disease.   

 

Keywords: Varicose veins. Inflammation. Endothelial cell damage. Tissue remodeling. 

Vascular remodeling. 
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INTRODUÇÃO 

 

 

Apesar da doença venosa crônica (DVC) ter sido primeiramente reconhecida como 

doença por Hipócrates no ano de 460 A.C. (citado por Virgini-Magalhães et al., 2006, p. 

1037), até hoje a etiologia da forma primária da doença ainda é desconhecia. É uma das 

doenças mais prevalentes no mundo, afetando aproximadamente 1% da população em geral 

(Tran e Meissner, 2002). Constitui um problema de saúde comum em vários países (Howlader 

e Colerigde-Smith, 2003) inclusive no Brasil onde somente no ano de 2004, o Sistema Único 

de Saúde teve um custo de 43 milhões de reais em cirurgia de varizes (Castro e Silva et al., 

2005). A DVC se manifesta por inúmeros sinais e sintomas como dor, lesões tróficas na pele e 

úlceras venosas que afetam significativamente a qualidade de vida do paciente (Virgini-

Magalhães et al., 2006).   

A fisiopatologia da DVC é muito complexa e compreende mecanismos que levam à 

hipertensão venosa, inflamação, dano endotelial, remodelamento da parede venosa, 

remodelamento vascular e alterações cutâneas. Por isso, conhecer de maneira mais 

aprofundada as moléculas e vias de sinalização envolvidas nos mecanismos fisiopatológicos 

da DVC e identificar moléculas (biomarcadores) que se correlacionam direta ou indiretamente 

com o agravo da doença, constituem uma importante estratégia para a descoberta de alvos 

terapêuticos que visem não somente aliviar os sintomas como também inibir da progressão da 

doença.  

O presente estudo se propõe a avaliar quais são esses biomarcadores e quais são as 

suas implicações na fisiopatologia da DVC primária. 
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1 REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

1.1 A Doença Venosa Crônica 

 

 

1.1.1 Definição 

 

 

A doença venosa crônica (DVC) dos membros inferiores abrange um amplo conjunto 

de sinais e sintomas que variam desde as telangiectasias até as úlceras venosas. A DVC possui 

etiologia complexa e multifatorial que é resultante de interações entre fatores genéticos e 

diversos fatores de risco como a história familiar, idade, gênero, número de gestações, 

obesidade e ortostatismo prolongado (Oklu et al., 2012). 

As telangiectasias são vênulas intradérmicas dilatadas com calibre inferior a 1mm e 

veias reticulares são veias subdérmicas dilatadas, tortuosas e não palpáveis com diâmetro 

superior a 1mm e inferior a 3 mm.  As veias varicosas, veias subcutâneas dilatadas, tortuosas 

e palpáveis com diâmetro superior a 3 mm,  podem ser acompanhadas de edema e de 

alterações tróficas na pele como, por exemplo, a hiperpigmentação  do tornozelo (o qual se 

torna escurecido devido ao extravasamento de hemácias), lipodermatoesclerose 

(enrijecimento da pele causado pela fibrose do tecido adiposo subcutâneo) e atrophie blanche 

(tecido cicatricial branco) e eczema venoso (vermelhidão na pele que causa descamação, 

prurido e coceira) (Eklöf et al., 2004; Castro e Silva et al., 2005; Bergan et al., 2006). 

A consequência mais grave da DVC é a úlcera venosa, que se caracteriza por lesão de 

pele, geralmente localizada na região do maléolo medial, de difícil cicatrização. No início de 

seu aparecimento ela é superficial com formato irregular. Com a progressão da doença ela 

pode se tornar profunda e apresentar bordas bem definidas. A pele ao redor dessas úlceras 

pode ser purpúrica e hiperpigmentada (dermatite ocre), devido ao extravasamento de 

hemácias da derme e depósito de hemossiderina nos macrófagos (Eklöf et al., 2004; Philips e 

Dover, 1991; Abbade e Lastória, 2006). 
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1.1.2 Classificação 

 

 

Em 1994, o comitê ad hoc internacional do American Venous Forum (AVF) elaborou 

a classificação CEAP que leva em consideração aspectos clínicos (C), etiológicos (E), 

anatômicos (A) e fisiopatológicos (P) da DVC (Quadro 1).  

A classificação CEAP teve como principais objetivos uniformizar as informações 

acerca da DVC as quais podem ser facilmente compreendidas por profissionais nas mais 

diversas partes do mundo e também melhorar a precisão do diagnóstico e a escolha do 

tratamento adequado (Eklöf et al., 2004). A classificação CEAP também permitiu estabelecer 

correlações entre as manifestações clínicas da DVC, os mecanismos fisiopatológicos e a 

localização anatômica das veias dos membros inferiores (Word, 2010). 

Na classificação CEAP são reconhecidas sete categorias clínicas que variam de C0 a 

C6. Indivíduos com classe C0 não possuem sinais visíveis nem palpáveis da doença. Pacientes 

com classe C1 apresentam telangiectasias e veias reticulares e com classe C2 possuem veias 

varicosas. Pacientes com classe C3 apresentam edema enquanto os das classes C4a e C4b 

possuem alterações cutâneas sem ulceração. Na classe C5 o membro afetado apresenta úlcera 

cicatrizada e na classe C6 apresenta úlcera em atividade (Meissner et al., 2007). Cada classe 

clínica é seguida da letra S (sintomático) para indicar a presença ou da letra A (assintomático) 

a ausência de sintomas (Eklöf et al., 2004). A etiologia da DVC pode ser congênita, primária 

ou secundária. A DVC primária não está associada com nenhum mecanismo identificável de 

disfunção venosa. Por outro lado, a DVC secundária resulta, geralmente, de um episódio 

prévio de TVP aguda. A fisiopatologia pode ser decorrente de refluxo ou de obstrução e pode 

ser localizado precisamente em qualquer parte do sistema venoso das extremidades inferiores 

conforme designação numérica dos segmentos venosos presentes no Quadro 2 (Meissner et 

al., 2007).  

Além disso, a classificação CEAP não é estática, a DVC pode ser reclassificada após 

avaliação médica (Eklöf et al., 2004). É importante ressaltar que o termo Doença Venosa 

Crônica (DVC) inclui todo espectro de sinais e sintomas associados às classes C0 à C6 

enquanto o termo Insuficiência Venosa Crônica (IVC) é geralmente restrito aos estágios 

clínicos mais graves (C4-C6). Portanto, veias varicosas na ausência de alterações cutâneas não 

são indicativas de IVC (Bergan et al., 2006). 
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Quadro 1 - A Classificação CEAP 

Classificação Clínica (C) 

C0                                  Nenhum sinal visível ou palpável da doença 

C1                                  Telangiectasias e /ou veias reticulares 

C2                                  Veias varicosas 

C3                                  Edema 

C4                                  Alterações na pele e tecido subcutâneo secundárias a 

                                      DVC. Essa classe se divide em duas sub-classes   

                                      para melhor avaliação da gravidade da doença. 

C4a                                 Pigmentação e/ou eczema    

C4b                                Lipodermatosclerose e/ou atrophie blanche  

C5                                  Úlcera cicatrizada 

C6                                  Ulcera ativa 

CS                                 Sintomas incluindo dor, compressão,                       

                                      irritação da pele, peso, cãibra muscular e outras   

                                      reclamações associadas  a disfunção venosa 

CA                                  Assintomático 

Classificação Etiológica (E) 

Ec                                   Congênita (Síndrome de Klippel-Trenaunay) 

Ep                                   Primária  

Es                                   Secundária (Síndrome pós-trombótica, trauma) 

En                                  Causa não identificada  

Classificação Anatômica (A) 

As                                   Superficial 

Ad                                   Profunda 

Ap                                   Perfurante 

An                                   Localização venosa não identificada 

Classificação Fisiopatológica (P) 

Pr                                    Refluxo 

Po                                   Obstrução, trombose 

Pr,o                                 Refluxo e obstrução 

Pn                                   Fisiopatologia venosa não identificada 

Fonte: Eklöf et al., 2004. 
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Quadro 2 -  Nome dos 18 segmentos venosos (com designação numérica) 

Veias superficiais 

(1)Telangiectasias ou veias reticulares 

(2)Veia safena magna acima do joelho 

(3)Veia safena magna abaixo do joelho 

(4)Veia safena parva 

(5)Veias não safenicas 

Veias profundas 

(6)Veia cava inferior 

(7)Veia ilíaca comum 

(8)Veia ilíaca interna 

(9)Veia ilíaca externa 

(10)Veias da pélvis: Gonadais, ligamento redondas  e outras 

(11) Veia Femoral Comum 

(12) Veia Femoral Profunda 

(13)Veia  Femoral Superficial 

(14) Veia Poplítea 

(15) Veias tibiais anterior e posterior e fibular 

(16) Veias Musculares (gastrocnemias e soleares) 

Veias perfurantes 

(17)Coxa 

(18) Perna 

Fonte: Eklöf et al., 2004. 

  

Apesar da DVC ser uma doença complexa, normalmente o seu diagnóstico é realizado 

com base no exame clínico e, portanto a classificação clínica (C) é bastante utilizada. 

Entretanto, para se ter um diagnóstico e tratamento corretos além de uma avaliação clínica 

precisa é necessário definir as categorias E, A, e P.  Para essa finalidade, é realizado o exame 

de Duplex Scanning ou Eco-Doppler que avalia detalhadamente o sistema venoso dos 

membros inferiores (Eklöf et al., 2004), identificando os mecanismos fisiopatológicos 

subjacentes como o refluxo, obstrução ou ambos e a localização exata da doença dentro dos 

sistemas venoso profundo, superficial e perfurante (Krishnan e Nicholls, 2005).  
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1.1.3 Sintomas e qualidade de vida 

 

 

Sintomas relacionados à DVC incluem dor, sensação de peso, inchaço e cansaço nas 

pernas, coceira e formigamento, cãibras musculares e latejamento (Eklöf et al., 2009; Perrin e 

Lamelet, 2011) que pioram per se a qualidade de vida do paciente (Kurz et al., 2001; Darvall 

et al., 2012). 

A qualidade de vida também é diretamente afetada pelo tempo dispensado às 

frequentes consultas e aos cuidados médicos que leva o paciente a se ausentar do trabalho 

podendo em alguns casos levar a perda do emprego (Scott et al., 1995). 

 A DVC também esta associada à depressão e ao isolamento social (Bergan et al., 

2006). 

Segundo dados oficiais no Brasil, a DVC é 14ª causa de afastamento temporário no 

trabalho. No ano de 2000 houve 61.000 internações em hospitais públicos e conveniados 

sendo que dessas, 13.000 foram decorrentes de úlceras abertas (Castro e Silva et al., 2005).  

 

 

1.1.4 Etiologia  

 

 

A DVC pode ser classificada em primária ou secundária.  Apesar da etiologia e 

patogênese da DVC primária serem ainda desconhecidas, a incompetência valvular e o 

refluxo venoso são distúrbios frequentemente observados nessa doença. Durante muito tempo 

postulou-se que tais alterações antecediam a dilatação e o enfraquecimento da parede venosa, 

entretanto, atualmente várias evidências sugerem que as modificações na parede das veias 

precedem a incompetência valvular (Lim e Davies, 2009). 

 A DVC secundária comumente se desenvolve após um episódio de trombose venosa 

profunda (TVP). A maior parte dos segmentos afetados recanalizam entre 6 e12 meses após o 

a TVP, levando a alterações luminais crônicas e a combinação de obstrução parcial e refluxo 

(Meissner et al., 2007). 
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1.1.5 Epidemiologia  

 

 

No Brasil, foi avaliada a prevalência de varizes e de doença venosa crônica (DVC) em 

1.312 mulheres e 443 homens com idades superiores a 15 anos, na cidade de Botucatu no 

estado de São Paulo(Maffei et al.,1986). Nesse estudo foi mostrado que as veias varicosas 

afetavam 47,6% dos participantes (50,9% de mulheres e 37,9% de homens). Além disso, a 

prevalência de veias varicosas moderadas ou severas foi de 21,2%. As mais severas 

manifestações de DVC como úlcera venosa cicatrizada ou em atividade ocorreram em 3,6% 

dos participantes (4,0% de mulheres e 2,3% de homens). Ainda nesse estudo foi observado 

que a prevalência de DVC aumenta com a idade e número de gestações e é mais alta entre a 

população de etnia branca. 

 No Reino Unido, o Edinburgh Vein Study demonstrou que as veias varicosas são 

muito comuns, ocorrendo em um terço da população adulta e que as telangiectasias e veias 

reticulares afetam 80% da população.  Esse estudo mostrou uma prevalência de veias 

varicosas maior em homens do que em mulheres (33,3% versus 26,2%). Ainda foi 

demonstrado que a DVC não se correlaciona com classe social e que mudanças no estilo de 

vida podem afetar sua prevalência (Evans et al., 1999). 

 Na cidade de San Diego nos Estados Unidos foi realizado um detalhado estudo 

populacional denominado San Diego Population Study. Nesse estudo observaram que as 

telangiectasias e veias reticulares estavam presentes em 55,9% das mulheres e 43,6% dos 

homens, as veias varicosas em 27,7% das mulheres e 15,0% dos homens e as alterações 

tróficas de pele em 5,3% das mulheres e 7,8% dos homens (Criqui et al., 2003). 

Mais recentemente também nos Estados Unidos, o National Venous Screening 

Program avaliou a prevalência da doença em 2.234 participantes distribuídos em 40 estados 

norte-americanos.  A idade média dos participantes foi de 60 anos e do total de participantes 

77% era de mulheres e 23% de homens. Nesse estudo, 29% dos participantes apresentavam 

telangiectasias, 23% possuíam varizes, 10% tinham varizes com edema, 7% varizes com 

alterações tróficas na pele, 1,5% apresentavam úlcera venosa cicatrizada e 0,5% era 

acometido pela úlcera venosa ativa (McLafferty et al., 2008). 
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Um estudo epidemiológico na França mostrou que a prevalência de veias varicosas em 

mulheres é significativamente mais alta do que a de homens, correspondendo a 50,5% e 

30,1%, respectivamente (Caperpentier et al., 2004). Entretanto, também foi demonstrado que 

os homens foram mais afetados por manifestações mais graves de DVC como, por exemplo, 

alterações tróficas na pele, em relação às mulheres (5,4% versus 2,8%).  

 Na Itália, outro estudo epidemiológico constatou que as mulheres têm quatro vezes 

mais propensão a desenvolver telangiectasias do que homens, enquanto os homens têm duas 

vezes mais risco de terem varizes. A idade foi considerada o maior fator de risco para veias 

varicosas na população feminina. Mulheres com idade superior a 50 anos são cinco vezes 

mais suscetíveis a varizes do que mulheres com idade inferior a 29 anos. Foi constatado 

também que as mulheres que vivem na região sul da Itália (região com temperaturas mais 

altas que o restante do país) possuem o dobro de chance de desenvolver a DVC (Chiesa et al., 

2005). 

Em 2012, foram publicados os resultados de um grande estudo populacional 

envolvendo participantes de várias partes do mundo, incluindo a América Latina, denominado 

Vein Consult Program em que foram incluídos 91.545 indivíduos com idade média de 

50,6±16,9 anos sendo os mais jovens provenientes do Oriente Médio e os mais idosos 

oriundos da Europa. A proporção de mulheres foi maior do que a de homens. Foi observado 

que a DVC afeta grande parcela da população mundial. A frequência de indivíduos C0 foi 

maior nos homens do que nas mulheres independentemente da idade e região geográfica. As 

classes clínicas CEAP C1-C3 foram mais prevalentes entre as mulheres não importando o país 

de origem. Entretanto, a proporção dos estágios mais severos de DVC (C4-C6) não foi 

diferente entre homens e mulheres (Rabe et al., 2012). 
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1.1.6 Fatores de risco 

 

 

1.1.6.1 História familiar 

 

 

Um estudo populacional na França mostrou que a história de varizes em parentes de 

primeiro grau é o principal fator de risco para veias varicosas tanto em mulheres como em 

homens (Carpentier et al., 2004).  

Pacientes com veias varicosas tem uma probabilidade 21,5 vezes maior de reportar 

uma história familiar positiva para varizes (Scott et al,1995).  

 

 

1.1.6.2 Idade 

 

 

A prevalência da DVC aumenta com a idade (Maffei et al., 1986; Evans et al., 1999; 

Chiesa et al., 2005). 

O risco aumentado de desenvolver veias varicosas com o aumento idade está 

relacionado a uma combinação de fatores que incluem enfraquecimento dos músculos da 

panturrilha, diminuição da mobilidade e redução dos componentes da matriz extracelular das 

veias (Naoum et al., 2007). 

 

 

1.1.6.3 Gênero 

 

 

A prevalência das veias varicosas varia enormemente em ambos os gêneros, podendo 

ser de 2% a 56% em homens e de menos de 1% até 73% em mulheres (Robertson et al., 

2008). A maioria dos estudos reporta que as veias varicosas são mais frequentes em mulheres 

do que homens (Lim e Davies, 2009). 
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1.1.6.4 Gestação 

 

 

Durante a gestação, o ganho de peso em virtude do aumento do fluido corporal e 

aumento da pressão intra-abdominal pode predispor a mulher à formação de veias varicosas. 

Além disso, a supra-regulação de certos hormônios como relaxina, estrogênio e progesterona 

causam relaxamento venoso e aumentam a capacitância das veias (Naoum et al., 2007).  

Um estudo mostrou que o risco de desenvolvimento de veias varicosas aumenta 

conforme o número de gestações. Foram reportadas prevalências de 32%, 38%, 43%, 48% e 

59% em mulheres com nenhum, um, dois, três, quatro e mais filhos, respectivamente 

(Laurikka et al., 2002). 

 

 

1.1.6.5 Ocupação 

 

 

A ergonomia e o tipo de atividade exercida no trabalho pode ser um fator de risco para 

DVC. Muitos estudos indicam que o ortostatismo prolongado pode aumentar a prevalência e a 

severidade da doença (Beebe-Dimmer et al., 2005). 

Em Jerusalém, Israel, foi conduzido um estudo envolvendo homens e mulheres na 

faixa de 20 a 64 anos mostrou que a prevalência de varizes era significantemente mais alta 

entre os indivíduos que  passavam grande parte da sua jornada de trabalho de pé (Abramson et 

al., 1981). As mulheres foram as que mais relataram possuir ocupações que requeriam 

ortostatismo prolongado comparado aos homens (31,4% versus 13,6%). 

 

 

1.1.6.6 Outros 

 

 

Obesidade e diminuição de mobilidade são fatores de risco controversos para a DVC. 

Outros fatores como tabagismo, terapia com reposição hormonal de estrogênio, hipertensão e 

diabetes mellitus provavelmente exacerbam ou contribuem para o aparecimento das veias 

varicosas (Lim e Davies, 2009). 
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1.1.7 Impacto econômico 

 

 

A alta prevalência das veias varicosas e a cronicidade das úlceras venosas têm um 

impacto considerável nos recursos destinados à saúde (Bergan et al., 2006).  

Nos Estado Unidos estima-se, por ano, que as úlceras venosas causem a perda de dois milhões 

de dias de trabalho e onerem com tratamento cerca de três bilhões de dólares o sistema de 

saúde (McGuckin et al., 2002). 

O custo total com a DVC em países com sistema de saúde desenvolvidos como a 

Alemanha, França e Reino Unido é de um bilhão de dólares (Nicolaides, 2000).    

 Somente no ano de 2004, no Brasil, o Sistema Único de Saúde teve um custo de 43 

milhões de reais em cirurgia de varizes (Castro e Silva et al., 2005).  

 

 

1.1.8 Morfologia das veias  

 

 

As veias têm como principal função recolher o sangue periférico e conduzi-lo com 

baixa pressão de volta ao coração constituindo o que é denominado retorno venoso (Salgado 

et al.,1999; Guyton e Hall, 2011). O sangue presente nos capilares flui para as vênulas pós-

capilares, que por sua vez, convergem para vênulas e veias cada vez mais calibrosas, até 

chegar ao coração (Salgado et al., 1999). Além disso, as veias funcionam como importantes 

reservatórios de sangue, podendo mobilizar, quando necessário, um grande volume  para o 

coração e é por esse motivo também que são conhecidas como vasos de capacitância. Essa 

importante função das veias se deve a grande distensibilidade e a reduzida capa muscular de 

suas paredes (Guyton e Hall, 2011), formadas por três camadas concêntricas: a túnica íntima 

(mais interna) formada pelas células endoteliais, a túnica média constituída pelas células 

musculares lisas, elastina e colágeno e a túnica adventícia que apresenta principalmente 

fibroblastos, colágeno e elastina (Szasz et al., 2007). As veias dos membros inferiores 

possuem mais fibras musculares do que as dos membros superiores e essa propriedade lhes 

serve para suportar maiores pressões hidrostáticas (Salgado et al., 1999). As veias de grande 

calibre possuem uma parede espessa que impede que os nutrientes contidos no sangue se 

difundam da luz do vaso até as túnicas média e adventícia. Em virtude disso, as veias 
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apresentam um grande número de vasa vasorum que nutrem as camadas mais externas das 

veias (Salgado et al., 1999; Szasz et al., 2007). Outra importante característica das veias é a 

presença de válvulas que nada mais são que protusões da túnica íntima das paredes venosas 

em direção à luz do vaso, cada uma delas com duas cúspides formadas por matriz extracelular 

revestida pelo endotélio e orientadas de forma a propelir o sangue de volta ao coração e evitar 

o refluxo sanguíneo (Salgado et al., 1999; Meissner et al., 2007).  

 

 

1.1.9 Fisiologia e hemodinâmica da circulação venosa 

 

 

A função primordial da circulação venosa é retornar o sangue para o coração. Para 

retornar ao coração o sangue flui do sistema venoso superficial para o sistema venoso 

profundo através do sistema de perfurantes, que conectam as veias superficiais às profundas 

(Deatrick et al., 2010). Em ortostatismo, o sangue do sistema venoso dos membros inferiores 

deve superar a ação da gravidade e a pressão torácico-abdominal para retornar à circulação 

central (Rafetto e Khalil, 2008a). Por isso, as pernas possuem importantes mecanismos que 

são capazes assegurar o retorno venoso como veremos a seguir:  

A pressão venosa é um dos principais fatores que afetam o retorno venoso. Ela é 

constituída por dois componentes: (1) a pressão hidrostática relacionada à pressão da coluna 

de sangue existente entre o átrio direito e o pé, normalmente entre 90-100 mmHg e (2) 

hidrodinâmico  associado principalmente às pressões geradas pelas contrações da musculatura 

da panturrilha que funciona como bomba muscular impulsionando unidirecionalmente o 

sangue em direção ao coração (França e Tavares, 2003; Bergan et al., 2006; Rafetto e Khalil, 

2008). 

Além da bomba muscular da panturrilha ainda existem as bombas musculares 

presentes nos pés e nas coxas, mas a mais importante e eficiente é a  da panturrilha, que  tem a 

maior capacitância,  gera as mais altas pressões (200 mmHg durante a contração muscular) e é 

capaz de propelir 40% a 60% do volume venoso em cada contração (Ludbrook, 1966; 

Meissner et al., 2007). A contribuição da contração da musculatura da coxa para o retorno 

venoso é mínima em relação à da bomba muscular da panturrilha (Ludbrook, 1966; Meissner 

et al., 2007). Já a bomba localizada no plexo venoso plantar funciona como uma bomba 

auxiliar para a bomba muscular da panturrilha (White et al., 1996; Meissner et al., 2007). 



25 

 

 A pressão hidrostática e a pressão hidrodinâmica são profundamente influenciadas 

pela ação das válvulas venosas que asseguram que o sangue se movimente em direção ao 

coração, evitando o refluxo. Quando as válvulas são incapazes de se fechar completamente ou 

de, efetivamente, direcionar sangue para o coração, ocorre o acúmulo de sangue, a estase e a 

congestão das veias das extremidades inferiores. O refluxo das veias perfurantes leva ao 

acúmulo sanguíneo e a distensão das veias do sistema superficial (Deatrick et al., 2010). 

 Durante a deambulação, a musculatura da panturrilha se contrai comprimindo as veias 

profundas. Nesse período, as válvulas das veias perfurantes se fecham para evitar que as altas 

pressões no sistema venoso profundo sejam transmitidas para o sistema venoso superficial. 

Quando ocorre o relaxamento da bomba muscular da panturrilha, a pressão do sistema venoso 

profundo fica temporariamente inferior à pressão do sistema venoso superficial. O sangue, 

então, flui das veias superficiais para as veias profundas através das veias perfurantes.  Assim, 

por meio de uma ação aspirante e compressora reduz-se a pressão hidrostática venosa de um 

indivíduo de, aproximadamente, 100 mmHg para 0-30 mmHg durante a deambulação. A 

disfunção da bomba muscular da panturrilha, associada ou não à disfunção valvular, pode 

causar a hipertensão venosa. A intensidade da hipertensão venosa está estreitamente 

relacionada à gravidade da DVC (Tran e Meissner, 2002) e é responsável pela maior parte das 

manifestações clínicas incluindo edema, lipodermatosclerose, e ulceração (França e Tavares, 

2003; Beebe-Dimmer et al., 2005). 

 

 

1.1.10 O papel do endotélio na homeostase vascular 

 

 

 As células endoteliais são os principais reguladores da homeostase vascular (Michiels, 

2003). Graças à sua localização privilegiada na interface entre o sangue e as células da 

musculatura lisa vascular, as células endoteliais percebem estímulos físicos e químicos 

oriundos do sangue, parede vascular e interstício e respondem com a produção e liberação de 

inúmeros fatores envolvidos na regulação do tônus vascular, adesão celular, agregação 

plaquetária, proliferação das células da musculatura lisa vascular e inflamação da parede 

vascular (Deanfield et al., 2007).  

 As células endoteliais exercem um importante papel na modulação do tônus vascular 

(Vanhoutte, 2003) não apenas liberando agentes vasodilatadores como o óxido nítrico (NO), 
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prostaciclina (PGI2) e o fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) como também 

aumentando o tônus vasoconstrictor via geração de endotelina e prostanóides 

vasoconstrictores e conversão da angiotensina I em angiotensina II na superfície endotelial 

(Deanfield et al., 2007).  

 Furchgott e Zawadski (Furchgott e Zawadski, 1980) foram os primeiros pesquisadores a 

demonstrar claramente a importância do endotélio para o relaxamento vascular. Eles 

mostraram que a vasodilatação em resposta à acetilcolina era somente observada nas 

preparações de anéis de aorta de coelho que tinham o endotélio preservado. Estudos 

subsequentes revelaram que a vasodilatação induzida pela acetilcolina e outros agentes 

vasodilatadores era decorrente da liberação de uma substância efêmera que inicialmente ficou 

conhecida como fator de relaxamento derivado do endotélio (EDRF) (Furchgott et al., 1984). 

Alguns anos mais tarde, dois grupos de pesquisadores chegaram independentemente à 

conclusão de que o EDRF era o NO (Ignarro et al., 1987; Palmer et al., 1987).   

 O NO é produzido através da enzima óxido nítrico sintase endotelial (eNOS) 

(Förstermann e Münzel, 2006). Uma vez produzido pelo endotélio, o NO se difunde para o 

interior das células musculares lisas causando o relaxamento vascular (Ignarro e Kadowitz, 

1985). 

 Em 1976, foi relatado que uma prostaglandina gerada pelo tecido vascular tinha 

propriedades vasodilatadoras (Bunting et al., 1976). Posteriormente essa prostaglandina foi 

identificada como PGI2 (Whittaker et al., 1976).  A PGI2 causa vasodilatação através do 

aumento dos níveis de monofosfato adenosina cíclico (AMPc) nas células musculares lisas 

(Gryglewski et al, 1991). 

 O terceiro vasodilatador produzido pelo endotélio foi denominado EDHF (fator 

hiperpolarizante derivado do endotélio) e ainda não possui identidade química definida 

(Félétou e Vanhoutte, 2009). É provável que vários fatores distintos possam desempenhar o 

papel do EDHF em circunstâncias específicas (Laurindo et al., 2005). As identidades mais 

prováveis do EDHF são: metabólitos do ácido araquidônico derivados do citocromo P450, 

junções mioendoteliais, íons K+ e peróxido de hidrogênio (Griffith, 2004; Bryan Jr et al., 

2005; Laurindo et al., 2005).  

  A superfície endotelial, em condições normais, é anti-coagulante e anti-trombótica 

devido a secreção de importantes fatores que regulam a coagulação do sangue e a função 

plaquetária. O dano vascular ou a exposição das células endoteliais a certas citocinas ou a 
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estímulos inflamatórios altera o fenótipo das células endoteliais para pro-coagulante e pro-

trombótico (Pearson, 1999; Michiels, 2003). 

 Os principais agentes anti-agregantes plaquetários produzidos pelo endotélio são o NO 

e a PGI2 (Cines et al., 1998) que sinergisticamente aumentam a concentração intracelular de 

adenosina monofosfato cíclico (AMPc) nas plaquetas, prevenindo a agregação das mesmas 

(de Graaf et al., 1992). O NO e a PGI2 são constitutivamente liberados pelas células 

endoteliais, entretanto a sua síntese é aumentada em resposta a agonistas, principalmente 

aqueles relacionados ao processo de coagulação como, por exemplo, a bradicinina e a 

trombina e fatores secretados pelas plaquetas no momento da agregação como o trifosfato de 

adenosina (ATP), limitando como isso a extensão do trombo em formação (Michiels, 2003).  

 Em seu estado quiescente, as células endoteliais mantêm a fluidez do sangue através 

de ativação de numerosas vias anticoagulantes dentre as quais se destaca a via da proteína 

C/proteína S. Essa via é ativada quando a trombina interage com a trombomodulina (TM), um 

receptor presente na superfície das células endoteliais. Após sua interação com a 

trombomodulina, a trombina passa a exercer uma atividade anticoagulante ativando a proteína 

C. A proteína C ativada forma um complexo com a proteína S, sintetizada pelas células 

endoteliais e, juntas, inativam uma série de componentes da cascata de coagulação (Stern et 

al., 1991; Sadler, 1997; Esmon, 2000; Michiels, 2003; Pober e Sessa, 2007). Além disso, o 

complexo formado entre a trombomodulina e a trombina evita que a trombina exerça sua 

função pró-coagulante de converter fibrinogênio em fibrina e ativar as plaquetas (Esmon, 

1995; Michiels, 2003). A forma solúvel de TM é liberada quando o endotélio é lesado e é 

considerada como um marcador de lesão endotelial (Constans e Conri, 2006).  

 A superfície endotelial contém ectonucleotidases que hidrolisam ATP e difosfato de 

adenosina (ADP), potentes agregantes plaquetários, em AMPc e adenosina e possui ainda 

sulfato de heparan que se liga à anti-trombina III que inativa a trombina (Pober e Sessa, 

2007).   

 Um dos fatores responsáveis pela agregação plaquetária é o fator de von Willebrand 

(vWF), glicoproteína produzida e secretada constitutivamente pelas células endoteliais para o 

plasma, frequentemente utilizada como indicador de lesão endotelial nas desordens vasculares 

(Wagner, 1990; van Mourik et al., 2002).  Grandes quantidades de vWF são armazenadas nos 

corpos Weibel-Palade e podem ser prontamente exocitadas em resposta a agonistas como a 

trombina (van Mourik et al., 2002). O vWF possui duas principais funções: carrear e 
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estabilizar o fator de coagulação VIII no plasma e promover a adesão de plaquetas nos sítios 

de lesão endotelial (Ruggeri, 1999). 

 O endotélio também participa do processo de fibrinólise sintetizando e liberando 

constitutivamente o ativador tecidual do plasminogênio (tPA) que permite a conversão do 

plasminogênio em plasmina, que degrada os trombos digerindo a rede de fibrina. O inibidor 

natural do tPA, o inibidor do ativador do plasminogênio-1 (PAI-1) também é 

constitutivamente secretado pelas células endoteliais. Entretanto, após ativação endotelial, 

seja induzida por citocinas ou por injúria, a síntese e secreção de PAI-1 se eleva, alterando o 

fenótipo endotelial de anti-coagulante para pró-coagulante (Sidelmann et al., 2000; Michiels, 

2003).  

 

 

1.1.11 O papel do endotélio na inflamação 

 

 

 A inflamação é uma resposta protetora, localizada, deflagrada pela injúria ou 

destruição dos tecidos, que tem como objetivo eliminar o agente inflamatório ou o tecido 

danificado. No entanto, a resposta inflamatória deve ser rigorosamente controlada uma vez 

que, em se tornando inapropriada, exacerbada ou crônica pode levar a diversas condições 

patológicas (Michiels, 2003). 

 A inflamação envolve uma série de complexos fenômenos vasculares e celulares 

como, por exemplo: a dilatação de arteríolas pré-capilares e vênulas com aumento da 

permeabilidade e do fluxo sanguíneo, exsudação de fluidos e migração de leucócitos para o 

foco inflamatório (Michiels, 2003).   

 A migração dos leucócitos do sistema vascular para os locais da injúria ou da infecção 

é um evento crucial na resposta inflamatória. A entrada dos leucócitos no local da lesão 

requer mecanismos moleculares que permitam que eles reconheçam esses sítios e estabeleçam 

contato com o endotélio, com objetivo final de realizar a transmigração endotelial nas vênulas 

pós-capilares e combater o processo inflamatório ou infeccioso. O reconhecimento desse local 

pelos leucócitos e a formação do contato com o endotélio são realizados por meio de uma 

série de moléculas de adesão em combinação com mediadores inflamatórios como as 

quimiocinas. O processo de adesão dos leucócitos ao endotélio envolve três etapas: 

rolamento, firme adesão e a transmigração. 
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 As selectinas são moléculas de adesão responsáveis pelo rolamento dos leucócitos ao 

longo do endotélio e pela agregação entre leucócitos e plaquetas. Existem três tipos de 

selectinas: a L-selectina ou CD62L, expressa pela grande parte dos leucócitos, a E-selectina 

ou CD62E, expressa especificamente pelas células endoteliais e a P-selectina ou CD62P, 

expressa em plaquetas e células endoteliais. Formas circulantes das selectinas são detectadas 

no plasma de pacientes com doenças inflamatórias (Gearing et al., 1992; Spertini et al., 1992; 

Gearing e Newman, 1993). A P-selectina é armazenada nos grânulos-α nas plaquetas e nos 

corpos de Weibel-Palade nas células endoteliais sendo por esse motivo rapidamente 

translocada para a membrana dessas células após estímulo inflamatório. O aumento da 

expressão da E-selectina na superfície endotelial ocorre, após indução da transcrição por 

fatores pró-inflamatórios. Os principais ligantes para as selectinas são glicoproteínas com uma 

estrutura do tipo sialil-Lewisx (Foxall et al., 1992). A L-selectina também serve de ligante 

para a P- e E -selectina (Patel et al., 1995). Quando os leucócitos ficam ativados eles liberam 

L-selectina no plasma (um fenômeno denominado shedding) e passam a expressar integrinas, 

que são a segunda classe de moléculas de adesão que, juntamente com membros da 

superfamília das imunoglobulinas, promovem a firme adesão de leucócitos ao endotélio 

(Yong e Khwaja, 1990). Quando os leucócitos aderem firmemente, eles degranulam e liberam 

citocinas, enzimas proteolíticas e radicais livres. Os ligantes das integrinas no endotélio 

podem pertencer a dois grupos: membros da superfamília das imunoglobulinas, como 

veremos a seguir, e uma variedade de proteínas de matriz extracelular como fibronectina, 

trombospondina e vitronectina (Krieglstein e Granger, 2001). 

 A terceira classe de moléculas de adesão pertence à superfamília das imunoglobulinas. 

Os membros dessa classe incluem as moléculas 1 e 2 de adesão intercelular (ICAM-1 e 

ICAM-2), molécula 1 de adesão de células vasculares (VCAM-1) e molécula 1 de adesão 

plaqueta-célula endotelial (PECAM-1). A ICAM-1 é expressa constitutivamente em muitos 

tipos celulares, mas sua expressão é cuidadosamente regulada nas células endoteliais e exibe 

uma heterogeneidade entre os leitos microvasculares. Após a ativação das células endoteliais 

ocorre aumento da expressão de ICAM-1 em sua superfície. A VCAM-1 exibe uma expressão 

muito baixa em células endoteliais em seu estado basal, entretanto após estimulação por 

citocinas sua expressão pelas células endoteliais aumenta consideravelmente (Krieglstein e 

Granger, 2001). Isoformas solúveis de ICAM-1 (Rothlein et al., 1991; Jander et al., 1993; 

Witkowska e Borawska, 2004) e VCAM-1 (Matsuda et al., 1995; Duits et al., 1996; Südhoff 
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et al., 1996) podem ser detectadas no sangue e encontram-se mais elevadas em diversos 

estados patológicos.  

 Após aderirem firmemente ao endotélio, os leucócitos deixam as veias pós-capilares 

em direção ao espaço sub-endotelial e ao compartimento intersticial adjacente por um 

complexo fenômeno denominado transmigração ou diapedese (Granger e Kubes, 1994). 

 As principais consequências da interação leucócito-endotélio envolvem o 

extravasamento de proteínas plasmáticas, edema intersticial, diminuição da perfusão tecidual 

levando a hipóxia (Granger e Kubes, 1994). 

 Apesar das áreas inflamadas frequentemente possuírem fluxo sanguíneo aumentado, 

os tecidos apresentam má perfusão sanguínea em decorrência do plugging de leucócitos nos 

capilares, da agregação de plaquetas e leucócitos, edema de células endoteliais e redução da 

sensibilidade das arteríolas aos vasodilatadores endógenos. A má perfusão sanguínea nos 

tecidos inflamados é indesejável, pois gera baixa força de cisalhamento (shear stress, força 

que atua na parede vascular em resposta à força tangencial produzida pelo fluxo sanguíneo), 

amplifica a adesão de leucócitos ao endotélio e reduz o fornecimento de oxigênio, o que pode 

tornar as células parenquimais mais vulneráveis às ações citotóxicas de leucócitos 

extravasados (Granger e Kubes, 1994). 

    A superfície luminal do endotélio, em condições normais, inibe a adesão de leucócitos 

e com isso exerce um papel fundamental para a regulação das respostas imune e inflamatórias 

da parede vascular (Rubanyi, 1993). Muitas linhas de evidência convergem para a 

importância do NO como inibidor endógeno da adesão de leucócitos nas vênulas pós-

capilares (Gaboury et al.,1993; Kubes et al., 1991; Suzuki et al., 1991; Kubes et al., 1993; 

Kurose et al., 1993) e qualquer fator que diminua a biodisponiblidade de NO ativa 

mecanismos de interação leucócito-endotélio dependentes de integrinas e de ICAM-1 e 

mobiliza a P-selectina para a superfície da célula endotelial (Gaboury et al.,1993; Gaboury et 

al., 1994; Kurose et al., 1993). 
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1.1.12 Mecanismos fisiopatológicos 

 

 

1.1.12.1 Mecanismos fisiopatológicos da doença venosa crônica primária 

 

 

Apesar dos importantes avanços acerca do conhecimento dos mecanismos envolvidos 

na fisiopatologia da DVC primária, a sua patogênese ainda permanece incerta. Entretanto, 

sabe-se que a incompetência valvular, enfraquecimento da parede venosa e dilatação venosa 

são fatores associados ao surgimento das veias varicosas (Lim e Davies, 2009). Esses fatores 

são considerados como causa ou consequência da estase sanguínea que promove a hipertensão 

venosa nos membros inferiores (Lim e Davies, 2009). A hipertensão venosa crônica pode 

então causar isquemia, injúria e inflamação da parede vascular, dos tecidos subcutâneos 

circunjacentes e da pele levando ao aparecimento dos sinais e sintomas clássicos da DVC 

(Lim e Davies, 2009).  

Uma das hipóteses para o surgimento das veias varicosas propõe que a disfunção 

valvular é a primeira alteração patológica. O refluxo venoso, então, promove estase sanguínea 

e hipertensão venosa que causa danos à parede venosa, levando ao enfraquecimento e 

dilatação das veias.  Esta dilatação por sua vez separa as cúspides valvulares piorando a 

incompetência valvular e desencadeando um ciclo vicioso (Sommers e Knaapen, 2006; 

Meissner et al., 2007; Raffetto e Khalil, 2008b; Lim e Davies, 2009). 

As veias varicosas apresentam hipotrofia valvular com alargamento dos anéis (Corcos 

et al., 1996; Ono et al., 1998; Corcos et al., 2000). Além disso, as válvulas das veias varicosas 

contêm menos fibras colágenas, perdem suas características visco-elásticas típicas (Psaila e 

Melhuish, 1989) e apresentam, ainda, infiltração de monócitos indicando a ocorrência de 

inflamação valvular (Ono et al., 1998).  

Apesar das evidências supracitadas, a hipótese de que o aparecimento das veias 

varicosas ocorre em decorrência da incompetência valvular é muito contestada atualmente.  

Muitos estudos utilizando métodos histológicos e ultrassonográficos mostraram que, muitas 

vezes, as varizes aparecem abaixo de válvulas competentes e que o aparecimento das varizes 

precede a incompetência valvular (Labropoulos et al., 1997; Naoum et al., 2007; Lim e 

Davies, 2009). 
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A mais recente hipótese tem se concentrado nas anormalidades estruturais e 

bioquímicas da parede venosa, postulando que as veias varicosas se desenvolvem 

secundariamente às alterações da matriz extracelular, que causam enfraquecimento da parede 

venosa e alteração do tônus venoso (Somers e Knaapen, 2006; Raffetto e Khalil, 2008b; 

Clarke et al., 1992).  

De fato, na parede das veias varicosas são obsevadas inúmeras alterações histológicas, 

como: diminuição da parede com espessamento da túnica íntima e desorganização da túnica 

média (Sayer e Smith, 2004). A túnica adventícia apresenta áreas com aumento do número de 

células musculares lisas e de fibroblastos, e acúmulo de tecido conjuntivo, com regiões de 

atrofia e ausência de vasa vasora (Meissner et al., 2007).  Além disso, ocorre o 

remodelamento tecidual que altera o conteúdo de laminina (Kirsch et al., 1999), elastina 

(Gandhi et al., 1993), fibronectina (Kirsch et al., 1999) e colágeno (Waksman et al., 1997) na 

parede das veias varicosas. 

As células musculares lisas provenientes de veias varicosas possuem alteração na 

expressão das proteínas da matriz extracelular. A expressão de colágeno do tipo I encontra-se 

aumentada, enquanto a expressão do colágeno do tipo III encontra-se reduzida (Sansilvestri-

Morel et al.,1998; Sansilvestri-Morel et al., 2001). O colágeno do tipo I confere maior rigidez 

e o colágeno do tipo III maior elasticidade à parede venosa. Em virtude disso as veias 

varicosas apresentam maior rigidez e menor distensibilidade do que as veias normais 

(Sansilvestri-Morel et al., 2002). A alteração na razão entre o colágeno do tipo I e do tipo III 

leva ao enfraquecimento e diminuição da elasticidade das veias varicosas (Sansilvestri-Morel 

et al., 2002). 

Os agentes que deflagram as alterações da parede das veias varicosas ainda não são 

conhecidos. No entanto é provável que muitos fatores como hipóxia, estiramento mecânico e 

baixa força de cisalhamento estejam envolvidos nesse mecanismo fisiopatológico (Naoum et 

al., 2007; Michiels et al., 2002) 

 

 

1.1.12.2 Mecanismos fisiopatológicos das manifestações cutâneas da doença venosa crônica 

 

 

Desde o início do século passado muitas hipóteses foram postuladas para correlacionar 

a hipertensão venosa às manifestações cutâneas da DVC. 
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  A primeira delas foi elaborada por John Homans (Homans, 1917) e ficou conhecida 

como hipótese da estase venosa. Essa hipótese propôs que o acúmulo de sangue estagnado nas 

veias varicosas poderia causar anóxia e morte celular levando à ulceração venosa. Entretanto, 

essa hipótese foi contestada por Alfred Blalock (Blalock, 1929), cujos estudos mostraram que 

o sangue da veia safena do membro inferior afetado de pacientes com DVC unilateral 

apresentava maior concentração de oxigênio em relação ao membro não afetado. Com base 

nesses resultados foi concluído que as manifestações cutâneas eram mais provavelmente 

decorrentes do aumento da oferta de oxigênio do que da anóxia (Pappas et al., 2005).  

Com a constatação de que o fluxo sanguíneo e, por conseguinte, os níveis de oxigênio 

eram mais elevados nas veias varicosas do que nas veias normais, Pratt (Pratt, 1949) 

hipotetizou a existência de fístulas arteriovenosas que desviam os nutrientes e o sangue rico 

em oxigênio para fora do plexo da pele, levando a áreas de isquemia e hipóxia, resultando em 

ulceração venosa. Piulachs e Vidal (Piulachs e Vidal, 1953), através de exames 

arteriográficos, concluíram que todos os tipos de varizes eram causados por comunicações 

arteriovenosas congênitas. No entanto, um estudo (Lindemayr et al.,1972) utilizando métodos 

mais avançados nunca demonstraram a existência desses desvios colocando em dúvida a 

validade dessa hipótese (Sándor, 2004). 

Em 1982, foi proposta a hipótese do manguito de fibrina do inglês “fibrin cuff 

hypothesis” para explicar a etiologia das alterações cutâneas da DVC (Browse e Burnand, 

1982). Através de estudos histológicos eles observaram que os capilares alargados em 

pacientes com DVC apresentavam deposição de fibrina pericapilar. Essa deposição de fibrina 

ao redor dos capilares ficou conhecida como manguito de fibrina. Eles especularam que a 

hipertensão venosa levaria ao alargamento das junções comunicantes (gap junctions) 

endoteliais e subsequente extravasamento de fibrinogênio formando os manguitos de fibrina, 

que funcionariam como uma barreira à difusão de oxigênio e ao fluxo sanguíneo, resultando 

na morte das células epidérmicas. Apesar dos manguitos de fibrina realmente existirem nunca 

ficou comprovado que eles agem como uma barreira para difusão do oxigênio e para o fluxo 

sanguíneo (Pappas et al., 2005). 

A insatisfação com a hipótese do manguito de fibrina aliada às subsequentes 

observações da redução do número de leucócitos circulantes em amostras de sangue obtidas 

da veia safena magna de pacientes com DVC levaram a proposição da hipótese do 

aprisionamento dos leucócitos (Coleridge-Smith et al.,1988). Segundo essa hipótese, a 

hipertensão venosa desencadearia o aprisionamento dos leucócitos circulantes na 
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microcirculação venosa. Os leucócitos aprisionados obstruiriam os capilares reduzindo a 

perfusão sanguínea, levando a hipóxia que promoveria a ativação leucocitária. Com a ativação 

dos leucócitos aprisionados, haveria degranulação, com liberação de metabólitos tóxicos, que 

causariam danos à microcirculação e ao tecido cutâneo sobrejacente. Apesar dos leucócitos 

ainda não terem sido diretamente observados obstruindo o fluxo capilar, existem fortes 

evidências de que a ativação dos leucócitos desempenha um papel fundamental na 

fisiopatologia das manifestações cutâneas da DVC (Sándor, 2004; Pappas et al., 2005).  

  Forças hemodinâmicas como a hipertensão venosa, estase circulatória e alterações na 

força de cisalhamento parecem desempenhar um papel importante na ativação da cascata 

inflamatória, que promove alterações adversas na parede vascular, nas válvulas venosas e na 

pele (Pascarela et al., 2005; Bergan, 2007).  

  Como consequência da hipertensão venosa, ocorre o extravasamento de 

macromoléculas como fibrinogênio, α2-macroglobulina e hemácias para o interstício (Thomas 

et al., 1988b). Os produtos da degradação das hemácias e as proteínas plasmáticas que 

extravasam para o interstício, são potentes agentes quimiotáticos para leucócitos e, 

presumivelmente, agem deflagrando a resposta inflamatória crônica (Leu et al., 1995). Esses 

fatores também são responsáveis por aumentar a expressão de ICAM-1 nas células endoteliais 

(Leu et al., 1995). O extravasamento plasmático ocasiona sobrecarga linfática, edema  além 

de aumentar a viscosidade sanguínea a formação de agregados de hemácias, levando a 

diminuição da distribuição dessas células na microcirculação (Boisseau e de La Giclais, 

2004).  

Como resultado da ativação da cascata inflamatória, ocorre infiltração de neutrófilos, 

linfócitos T e B, monócitos e mastócitos nas paredes venosas e venulares. Os 

monócitos/macrófagos também infiltram as válvulas venosas e, possivelmente, promovem a 

destruição das mesmas. Existem evidências de que ICAM-1, VCAM-1 e E-selectina, L-

selectina e as integrinas estejam envolvidas nesse processo (Schmid-Schönbein e Pascarella, 

2007). 

Os leucócitos ativados sintetizam e liberam inúmeros mediadores inflamatórios como 

os leucotrienos, prostaglandinas, bradicinina, espécies reativas de oxigênio (ROS) e citocinas. 

Citocinas, como Fator de Necrose Tumoral-α (TNF-α) e Interleucina-6 (IL-6), atuam 

regulando e perpetuam a reação inflamatória por mecanismos parácrinos e autócrinos 

(Schmid-Schönbein e Pascarella, 2007). 
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 Alterações da força de cisalhamento em decorrência de fluxo sanguíneo anormal, 

induzem a mudanças morfológicas, funcionais e de expressão gênica nas células endoteliais 

(Ando e Yamamoto, 2009). Quando o fluxo é pulsátil ou laminar, a força de cisalhamento é 

normal e ocorre ativamente a liberação de fatores que reduzem a inflamação, a formação de 

trombos e de radicais livres como, por exemplo: NO, tPA, TM e PGI2. Por outro lado, a força 

de cisalhamento nula ou de baixa intensidade em consequência de fluxo turbilhonar ou 

inverso, promove a liberação de radicais livres e de mediadores pró-inflamatórios e pró-

trombóticos, como por exemplo: PAI-1, vWF, Proteína Quimiotática de Monócitos-1 (MCP-

1), Angiotensina II e Endotelina-1 (Bergan et al., 2006; Bergan, 2007; Boisseau e de La 

Giclais, 2004).  

 O fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) e o fator de crescimento 

transformante-β1 (TGF-β1) têm sido apontados como importantes agentes que relacionam a 

inflamação às alterações cutâneas em pacientes com DVC. O VEGF é um potente agente 

angiogênico e parece ser o responsável pelo aspecto tortuoso e alongado dos capilares da pele 

com lipodermatosclerose. Além disso, o VEGF aumenta a permeabilidade microvascular e 

induz a expressão das moléculas de adesão E-selectina, ICAM-1 e VCAM-1 (Schmid-

Schönbein, 2006) e de Angiopoietina-2 (Brindle et al., 2006).  A Angiopoietina-1, através da 

sua ligação com o receptor Tie-2, bloqueia os efeitos do VEGF (Yancopoulos et al., 2000) e 

da Angiopoietina-2 (van Meurs et al., 2009) suprimindo o extravasamento plasmático, 

inibindo a inflamação vascular e prevenindo a morte das células endoteliais (Brindle et al., 

2006). Os leucócitos ativados transmigram da vasculatura e liberam TGF-β1, que estimula a 

produção de colágeno pelos fibroblastos dérmicos, levando à fibrose (Pappas et al.,1999). A 

síntese de colágeno induzida pelo TGF-β1 é atenuada pela expressão de Endoglina que é uma 

proteína regulatória do receptor de TGF-β1 (Lebrin e Mummery, 2008; Bernebeu et al., 2007). 

Por outro lado, a Endoglina também é capaz de ativar a via de sinalização do TGF-β1 

responsável pela proliferação e migração das células endoteliais (Lebrin e Mummery, 2008; 

ten Dijke et al., 2008).  A Endoglina também é capaz de regular diretamente o comportamento 

das células endoteliais, modulando a atividade da óxido nítrico sintase endotelial (eNOS), 

organização do citosqueleto e a via da proteína quinase ativada por mitógeno (Lebrin e 

Mummery, 2008). 

Outros fatores que possuem uma importante correlação entre a inflamação e o 

remodelamento tecidual são as metaloproteinases de matriz (MMPs). As MMPs são uma 

família de proteases identificadas em muitos tecidos e órgãos incluindo o tecido venoso. As 
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MMPs estão envolvidas no processo de renovação do colágeno, elastina e outras proteínas da 

matriz extracelular. Estudos experimentais em fragmentos de veias varicosas de animais e de 

humanos têm demonstrado significativas alterações da expressão/atividade de várias MMPs, 

em associação com o remodelamento da parede vascular. Outros estudos sugerem que o 

desequilíbrio entre expressão/atividade das MMPs e dos inibidores teciduais das MMPs 

(TIMPs), pode resultar nas alterações patológicas da parede venosa e das válvulas que podem 

levar ao surgimento das veias varicosas (Raffetto e Khalil, 2008a). 

Em virtude da enorme variedade de moléculas envolvidas nos processos inflamatórios, 

de adesão celular, de remodelamento tecidual e vascular que ocorrem na progressão da DVC, 

é provável que existam biomarcadores capazes de correlacionar positivamente ou 

negativamente com o agravamento da doença. Analisar e descobrir quais deles podem ser 

utilizados para essa finalidade é o objetivo principal do presente projeto, onde procuramos ver 

também a importância dos hormônios sexuais e idade, trabalhando com pacientes em uma 

ampla faixa etária. 
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivo geral 

 

 

Quantificar os biomarcadores no sangue ou urina das participantes do estudo. 

 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

São objetivos específicos: 

 

a) Relacionar as concentrações dos biomarcadores e as razões 

TIMP-1/MMP-2, TIMP-1/MMP-3, TIMP-1/MMP-9 e 

Angiopoietina-1/Angiopoietina-2 com a gravidade da DVC 

primária; 

 

b) Identificar os biomarcadores e vias envolvidas na progressão 

da DVC primária, a fim de descobrir um possível alvo 

terapêutico para tratamento da doença. 
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3 PACIENTES E MÉTODOS 

 

 

 Este estudo seguiu o protocolo de pesquisa clínica nº 2271-CEP/HUPE –

CAAE:0014.0.228.000-08 aprovado pelo Comitê de Ética do Hospital Universitário Pedro 

Ernesto, UERJ. 

  

 

3.1 Participantes  

 

 

 Para o presente estudo foram recrutadas 180 mulheres com diagnóstico de DVC 

primária (classes clínicas CEAP C2, n=60; C3, n= 60e C4, n=60) no membro inferior mais 

afetado pela doença com idade entre 18 e 50 anos (inclusive), 60 mulheres na pós-menopausa 

ou ooforectomizadas também com diagnóstico de DVC primária (classe clínica CEAP C4 na 

perna mais afetada) com idade entre 50 e 70 anos (inclusive) e 30 voluntárias que não 

apresentavam nenhum sinal e sintoma de DVC primária (classe clínica CEAP C0a) em ambos 

os membros inferiores). Esse estudo era uma parte de outro mais complexo que envolvia 

também a avaliação microcirculação cutânea dos membros inferiores de pacientes com DVC, 

em virtude disso, o número de participantes de cada grupo foi determinado com base na 

variação observada em avaliações da microcirculação cutânea de pacientes com DVC, 

realizadas previamente no laboratório.  
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3.2 Critérios de elegibilidade para o estudo 

 

 

3.2.1 Critérios de elegibilidade para os grupos C2, C3 e C4 

 

 

3.2.1.1 Critérios de seleção para os grupos C2, C3 e C4 

 

 

Foram critérios de seleção para esses grupos: 

 

a) Mulheres; 

b) Faixa etária de 18 a 50 anos (inclusive); 

c) Não obesas (IMC < 30 kg/m2); 

d) Classes clínicas C2, C3 e C4 de acordo com a classificação CEAP no 

membro inferior mais afetado;  

e) Ser capaz de cooperar e de fornecer seu Termo de Consentimento Livre e 

Esclarecido (TCLE) antes da participação no estudo 

 

 

3.2.1.2 Critérios de não-seleção para os grupos C2, C3 e C4  

 

 

Foram critérios de não-seleção para esses grupos: 

 

a) Incapacidade de cooperar com o estudo; 

b) Gravidez ou amamentação; 

c) Ciclo menstrual 21 dias ou 35 dias; 

d) Menopausa;  

e) Uso de contraceptivo inapropriado; 

f) Fumante (>5 cigarros/dia); 

g) Incapacidade de ler e/ou escrever; 

h) Condição psíquica insatisfatória; 
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i) Ciclos irregulares, amenorreia ou histerectomia;  

j) Toxicomania ou alcoolismo recente ou atual; 

k) Classe clínica C0, C1, C5 e C6 de acordo com a classificação CEAP no 

membro inferior mais afetado; 

l) Anorexia ou extrema magreza (IMC18 kg/m2); 

m) Obesidade (IMC30 kg/m2); 

n) Histórico médico anterior de TVP; 

o) Histórico médico recente (menos de três meses) de trombose venosa 

superficial; 

p) Hipertensão arterial tratada não controlada PAD > 90mmHg e/ou pressão 

arterial sistólica PAS >140mmHg); 

q) Histórico de eventos arteriais agudos; 

r) Doença arterial periférica (índice de pressão tornozelo-braquial 0,7); 

s) Diabetes do tipo I ou II; 

t) Doença inflamatória grave: Behçet, lúpus, arterite de Horton e outras 

vasculites, poliartrite, espondilartrites, esclerodermia; 

u) Infecção dérmica ou manifestação clínica de inflamação de membros 

inferiores; 

v) Linfedema de membros inferiores; 

w) Edema idiopático; 

x) Mixedema por doença da tireoide: Doença de Basedow, hipotireoidismo; 

y) Insuficiência renal ou insuficiência cardíaca descompensada nos estágios 3 

e 4 da classificação NYHA (The Criteria Committee of the New York 

Heart Association, 1994) ou insuficiência hepática; 

z) Presença de câncer com tratamento atual por quimioterapia ou radioterapia 

ou histórico recente (menos de três meses) de radioterapia no abdome, 

pelve e/ou membros inferiores; 

aa) Tratamentos não farmacológicos, não autorizados, recentes (menos de três 

meses) ou programados para doenças vasculares; 

 Escleroterapia; 

 Tratamento cirúrgico de varizes (crossectomia, fleboextração, 

flebotomia); 

 Angioplastia; 
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 Dispositivos endovasculares como laser endovascular, 

radiofrequência, cateter e stent;  

 Terapia de compressão; 

 Fisioterapia de membros inferiores (incluindo massagem e 

drenagem linfática). 

bb) Tratamentos farmacológicos não autorizados nos últimos três meses; 

 Agente anti-inflamatório (exceto ácido acetilsalicílico na dose 

350mg diária); 

 Imunossupresores e corticosteróides sistêmicos; 

 Medicamentos venoativos; 

 Pentoxifilina; 

 Bloqueadores de canais de cálcio; 

 Diuréticos; 

 Anticoagulantes; 

 Derivados do nitrato. 

 

cc) Qualquer anormalidade clínica e laboratorial. 

 

 

3.2.1.3 Critérios de inclusão para os grupos C2, C3 e C4  

 

 

Sujeitos da pesquisa selecionados respeitando todos os critérios de seleção. 

 

 

3.2.1.4 Critérios de não inclusão para os grupos C2, C3 e C4 

  

 

 Foram critérios de não inclusão para esses grupos: 

 

a) Presença de obstrução venosa no resultado do Duplex Scan ou Eco- 

Doppler; 
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b) Anormalidades clinicamente significantes nos testes laboratoriais 

(principalmente nos indicadores de insuficiência renal e/ou doença 

hepática). 

 

 

3.2.2 Critérios de elegibilidade para o grupo C4m 

 

 

3.2.2.1 Critérios de seleção para o grupo C4m 

  

 

Foram critérios de seleção para esse grupo: 

 

a) Mulher; 

b) Menopausa ou ooforectomia bilateral por mais de dois anos e menos de 20 

anos; 

c) Paciente ambulatorial; 

d) Faixa etária de 50 a 70 anos (inclusive); 

e) DVC primária; 

f) Classe clínica C4, no membro inferior mais afetado, de acordo com a 

classificação CEAP;  

g) Sem terapia de reposição hormonal (TRH) anterior ou com duração total 

equivalente a menos de ¼ do tempo da menopausa ou ooforectomia e 

interrompida três meses antes da seleção para o estudo; 

h) Capacidade de cooperar e de fornecer seu TCLE antes da participação no 

estudo. 

 

 

3.2.2.2 Critérios de não-seleção para o grupo C4m 

 

 

Foram critérios de não-seleção para esse grupo: 
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a) Incapacidade de  cooperar com o estudo; 

b) Gravidez; 

c) Fumante (>5 cigarros/dia); 

d) Participação em outro estudo ao mesmo tempo ou no ano anterior; 

e) Sujeito de pesquisa incapaz ler e/ou escrever; 

f) Condição psíquica insatisfatória; 

g) Histórico médico de histerectomia não permitindo a determinação precisa 

do tempo do início da menopausa; 

h) Toxicomania ou alcoolismo recente ou atual; 

i) Classes clínica C0, C1, C2, C3, C5 e C6 no membro inferior mais afetado, de 

acordo com a classificação CEAP; 

j) Anorexia ou extrema magreza com índice de massa corpórea (IMC) 18 

kg/m2); 

k) Obesidade (IMC  30 kg/m2); 

l) Histórico médico anterior de TVP; 

m) Histórico médico recente (menos de três meses) de trombose venosa 

superficial; 

n) Hipertensão arterial tratada não controlada (Pressão arterial diastólica 

(PAD) > 90mmHg e/ou pressão arterial sistólica (PAS)>140mmHg); 

o) Evento arterial agudo recente (menos de três meses); 

p) Doença arterial periférica (índice de pressão tornozelo braquial 0,7); 

q) Diabetes do tipo I ou II; 

r) Doença inflamatória grave: Behçet, lúpus, arterite de Horton e outras 

vasculites, poliartrite, espondilartrites, esclerodermia; 

s) Infecção dérmica ou manifestação clínica de inflamação de membros 

inferiores; 

t) Linfedema de membros inferiores; 

u) Edema idiopático; 

v) Mixedema por doença da tireoide: Doença de Basedow, hipotireoidismo; 

w) Insuficiência renal ou insuficiência cardíaca descompensada nos estágios 3 

e 4 da classificação NYHA (The Criteria Committee of the New York 

Heart Association, 1994) ou insuficiência hepática; 



44 

 

x) Presença de câncer com tratamento atual por quimioterapia ou radioterapia 

e histórico recente (menos de três meses) de radioterapia no abdome, pelve, 

e/ou membros inferiores; 

y) Tratamentos não farmacológicos, não autorizados, recentes (menos de três 

meses) ou programados para doenças vasculares; 

 Escleroterapia; 

 Tratamento cirúrgico de varizes (crossectomia, fleboextração, 

flebotomia); 

 Angioplastia; 

 Dispositivos endovasculares como laser endovascular, 

radiofrequência, cateter e stent;  

 Terapia de compressão; 

 Fisioterapia de membros inferiores (incluindo massagem e 

drenagem linfática). 

z) Tratamentos farmacológicos não autorizados nos últimos três meses; 

 TRH anterior com duração total equivalente a menos de ¼ do tempo 

da menopausa ou ooforectomia; 

 Agente anti-inflamatório (exceto ácido acetilsalicílico na dose 

350mg diária); 

 Imunossupresores e corticosteróides sistêmicos; 

 Medicamentos venoativos; 

 Pentoxifilina; 

 Bloqueadores de canais de cálcio; 

 Diuréticos; 

 Anticoagulantes; 

 Derivados do nitrato. 

aa)  Qualquer anormalidade clínica e laboratorial. 

 

 

3.2.2.3 Critérios de inclusão para o grupo C4m 

 

 

 Sujeitos da pesquisa selecionados respeitando todos os critérios de seleção. 
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3.2.2.4 Critérios de não inclusão para o grupo C4m 

 

Foram critérios de não inclusão para esse grupo: 

 

a) Presença de obstrução venosa no resultado do Duplex Scan ou Eco 

Doppler; 

b) Anormalidades clinicamente significantes nos testes laboratoriais 

(principalmente nos indicadores de insuficiência renal e/ou doença 

hepática). 

 

 

 

3.2.3 Critérios de elegibilidade para o grupo C0a 

 

 

3.2.3.1 Critérios de seleção para o grupo C0a 

 

 

Foram critérios de seleção para esse grupo: 

 

a) Mulheres saudáveis; 

b) Voluntária em participar do estudo; 

c) Faixa etária de 18 a 30 anos (inclusive); 

d) IMC entre 18 e 25 kg/m2; 

e) Não apresentar sinais e sintomas de DVC; 

f) Classe clínica CEAP C0a em ambas as pernas (um exame cuidadoso em 

ambas as pernas foi realizado a fim de detectar qualquer telangiectasia ou 

veia reticular ou edema e a voluntária foi submetida a um questionário 

detalhado para detectar qualquer sintoma possivelmente relacionado à 

DVC); 

g) Capacidade de cooperar e de fornecer seu TCLE antes da participação no 

estudo. 
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3.2.3.2 Critérios de não-seleção para o grupo C0a 

 

Foram critérios de não seleção para esse grupo: 

 

a) Incapacidae de  cooperar com o estudo; 

b) Gravidez ou amamentação; 

c) Ciclo menstrual 21 dias ou 35 dias 

d) Menopausa; 

e) Fumante (>5 cigarros/dia); 

f) Participação em outro estudo ao mesmo tempo ou no ano anterior; 

g) Sujeito de pesquisa incapaz ler e/ou escrever; 

h) Condição psíquica insatisfatória; 

i) Risco aumentado de DVC, definido como a combinação de dois ou 

mais fatores entre história familiar de DVC, múltiplas gestações, 

possuir ocupação que demanda um longo período em ortostatismo e 

sentada, ausência de atividade física regular e IMC  25 kg/m2; 

j) Ciclos irregulares, amenorreia ou histerectomia;  

k) Toxicomania ou alcoolismo recente ou atual; 

l) Classes clínicas que não C0a em uma perna; 

m) Histórico médico anterior de TVP; 

n) Histórico médico recente (menos de três meses) de trombose venosa 

superficial; 

o) Hipertensão arterial tratada não controlada PAD > 90mmHg e/ou 

pressão arterial sistólica PAS >140mmHg); 

p) Histórico de eventos arteriais agudos; 

q) Doença arterial periférica (índice de pressão tornozelo-braquial 0,7); 

r) Diabetes do tipo I ou II; 

s) Doença inflamatória grave: Behçet, lúpus, arterite de Horton e outras 

vasculites, poliartrite, espondilartrites, esclerodermia; 

t) Infecção dérmica ou manifestação clínica de inflamação de membros 

inferiores; 

u) Linfedema de membros inferiores; 

v) Edema idiopático; 
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w) Mixedema por doença da tireoide: Doença de Basedow, 

hipotireoidismo; 

x) Insuficiência renal ou insuficiência cardíaca descompensada (estágios 3 

e 4 da classificação NYHA (The Criteria Committee of the New York 

Heart Association, 1994) ou insuficiência hepática; 

y) Presença ou histórico médico de câncer; 

z) Tratamentos farmacológicos não autorizados nos últimos três meses; 

 Agente anti-inflamatório (exceto ácido acetilsalicílico na dose 

350mg diária); 

 Imunossupresores e corticosteróides sistêmicos; 

 Medicamentos venoativos; 

 Pentoxifilina; 

 Bloqueadores de canais de cálcio; 

 Diuréticos; 

 Anticoagulantes; 

 Derivados do nitrato. 

aa) Qualquer anormalidade clínica e laboratorial. 

 

 

3.2.3.3 Critérios de inclusão para o grupo C0a 

 

 

Sujeitos da pesquisa selecionados respeitando todos os critérios de seleção. 

 

 

3.2.3.4 Critérios de não inclusão para o grupo C0a 

 

 

 Foram critérios de não inclusão para esse grupo: 

  

a) Presença de obstrução venosa no resultado do Duplex Scan ou Eco- 

Doppler; 
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b) Anormalidades clinicamente significantes nos testes laboratoriais 

(principalmente nos indicadores de insuficiência renal e/ou doença 

hepática). 

 

 

3.3 Visita de seleção 

 

 

 Uma vez que as mulheres se voluntariavam para participar do estudo, a visita de 

seleção para o estudo era agendada. Nessa visita, os médicos realizavam a anamnese e o 

exame clínico nas mulheres. Além disso, o índice de pressão tornozelo-braquial, os sinais 

vitais (pressão arterial sentada e frequência cardíaca), medidas antropométricas 

(circunferências do tornozelo e panturrilha, peso e altura) eram também verificadas e 

registradas. Caso as mulheres atendessem aos critérios de seleção, elas recebiam a prescrição 

médica para os seguintes exames laboratoriais: Gonadotrofina coriônica humana- (-hCG ), 

glicose, proteínas totais, alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), 

Gama glutamiltransferase (Gama GT), colesterol total,   colesterol-lipoproteína de baixa 

densidade (colesterol-LDL), colesterol lipoproteína de alta densidade (colesterol HDL), 

triglicerídeos, hormônio estimulante da tireoide (TSH) e tiroxina (T4)  livre e proteinúria. 

Nessa visita as mulheres também recebiam a prescrição para realização do Duplex-Scan ou 

Eco-Doppler.  

 

 

3.4 Visita de Coleta 

 

 

 As mulheres que não apresentavam obstrução venosa nos resultados do Duplex Scan 

ou Eco-Doppler ou anormalidades não significativas clinicamente nos testes laboratoriais 

(critérios para não-inclusão) eram incluídas no estudo. 

 A visita de coleta ocorria durante o período menstrual das pacientes e das voluntárias 

saudáveis com intuito de evitar que as flutuações hormonais geradas pelas diferentes fases do 

ciclo menstrual interferissem na interpretação dos resultados dos biomarcadores. Nessa visita,  

foram realizadas coletas de amostras de sangue e urina para realização de exames 
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laboratoriais (hemograma completo, proteína C reativa e creatinina urinária), avaliação da 

concentração sanguínea dos seguintes biomarcadores: sL-selectina, sP-selectina, sE-selectina, 

sICAM-1, sVCAM-1, IL-6, VEGF, MMP-2, MMP-3, MMP-9 e TIMP-1, Angiopoietina-1, 

Angiopoietina-2, sTie-2 e sEndoglina, sTM, vWF, tPA,  atividade plasmática de PAI-1 e 

avaliação da concentração urinária de ent-Prostaglandina F2α (ent-PGF2α).  

 

 

3.5 Avaliação dos biomarcadores  

 

 

3.5.1 Coleta das amostras biológicas 

 

 

 Amostras de sangue e urina foram coletadas no dia da visita de coleta para avaliação 

dos diferentes biomarcadores.  

 

 

3.5.1.1 Coleta de sangue 

 

 

 Pela manhã em jejum, um total de 33 ml de sangue de cada participante do estudo 

foram coletados da veia braquial e processados conforme os procedimentos abaixo: 

 Para obtenção do soro foram coletados três tubos tipo Vacutainer® SST de 5ml. O 

sangue foi deixado em repouso na bancada a temperatura ambiente durante 30 minutos para 

permitir a formação do coágulo e, após esse período, centrifugado à 1.000g por 15 minutos à 

22ºC (centrífuga refrigerada Eppendorf AG, Hamburg, Alemanha). Em seguida, 500 µl de 

soro foram aliquotados em 13 criotubos. Essas alíquotas de soro foram destinadas a 

determinação da concentração de sE-selectina, sL-selectina, sICAM-1, sVCAM-1, MMP-2, 

MMP-3, TIMP-1, IL-6 e sEndoglina.  

 Para obtenção de plasma citratado, foram coletados dois tubos Vacutainer® de 4ml 

com citrato de sódio. O sangue foi centrifugado, dentro de no máximo 30 minutos após coleta, 

a 1.000g por 15 minutos à 22ºC (centrífuga refrigerada Eppendorf AG, Hamburg, Alemanha). 

Em seguida, foi realizada no plasma uma centrifugação adicional, nas mesmas condições da 
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centrifugação anterior, para eliminação total das plaquetas. Com o término da centrifugação, 

500 µl de plasma citratado foram aliquotados em oito criotubos. As alíquotas de plasma 

citratado foram destinadas à determinação da concentração de sP-selectina, sTM, tPA, vWF e 

atividade de PAI-1. 

 Para obtenção do plasma heparinizado foi coletado um tubo Vacutainer® de 10 ml 

com heparina sódica. O sangue foi centrifugado, dentro de no máximo 30 minutos após 

coleta, a 1.000g por 15 minutos à 22ºC (centrífuga refrigerada Eppendorf AG, Hamburg, 

Alemanha). Em seguida, foi realizada no plasma uma centrifugação adicional, nas mesmas 

condições da centrifugação anterior, para eliminação total das plaquetas. Com o término da 

centrifugação, 500 µl de plasma heparinizado foram aliquotados em oito criotubos. As 

alíquotas de plasma heparinizado foram destinadas à determinação da concentração de 

Angiopoietina-1, Angiopoietina-2, sTie-2, MMP-9 e VEGF. 

 

 

3.5.1.2 Coleta de urina 

 

 

 Durante a visita de coleta uma amostra de cerca de 20 ml de urina foi coletada em um 

coletor de urina. Do volume total de urina, duas alíquotas de 5 ml foram separadas para 

análise de ent-PGF2α e o volume restante foi encaminhado para o laboratório de análises 

clínicas para determinação da concentração urinária de creatinina. 

  

 

3.5.2 Armazenagem das amostras biológicas  

 

 

3.5.2.1 Para as amostras de sangue 

 

 

 Todas as alíquotas foram imediatamente armazenadas no freezer -80ºC (Revco, 

Thermo Fisher Scientific, LLC, EUA) até a análise, com exceção daquelas destinadas à 

determinação das concentrações de sP-selectina, sL-selectina e sTM estocadas a -20ºC devido 

a curta estabilidade desses biomarcadores nas amostras. 
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3.5.2.2 Para as amostras de urina 

 

 

 Em cada uma das alíquotas de 5 ml destinadas à análise de ent-PGF2α foram 

adicionados 50 µl de uma solução de 3,5 di tert butil hidroxitolueno (BHT, Supelco 

Analytical, Bellefont, PA, EUA) a 5 mg/ml para evitar a formação oxidativa ex vivo desse 

biomarcador e imediatamente armazenadas no freezer -80ºC (Revco, Thermo Fisher 

Scientific, LLC, Waltham, MA, EUA). 

 

3.5.3 Métodos analíticos 

 

3.5.3.1 ELISA 

 

 

 No presente estudo, a maioria das análises das concentrações dos biomarcadores 

biológicos foi realizada através de kits de ELISA disponíveis comercialmente, respeitando-se 

as instruções e orientações fornecidas pelos fabricantes dos kits. 

 

   

 

3.5.3.1.1 ELISA formato sanduíche 

 

 

 Os biomarcadores sL-selectina, sP-selectina, sE-selectina, sICAM-1, sVCAM-1, IL-6, 

VEGF, MMP-2, MMP-3, MMP-9 e TIMP-1, Angiopoietina-1, Angiopoietina-2, sTie-2 e 

sEndoglina foram dosados por meio de kits de ELISA Quantikine® (R & D Systems, 

Minneapolis, MN, EUA) e os biomarcadores sTM, vWF e tPA foram quantificados por kits 

de ELISA Imubind® (American Diagnostica, Stamford, CT, EUA). Para a quantificação de 

IL-6 foram utilizados kits de alta sensibilidade 

  No formato sanduíche, anticorpos específicos contra o biomarcador a ser analisado 

revestem as cavidades das microplacas de 96 poços e capturam especificamente moléculas 

desse biomarcador, em outras palavras do antígeno de interesse, presentes nos padrões, 
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controles de qualidade (CQs) e amostras das pacientes. Após um período de incubação que 

permite que as ligações entre o antígeno de interesse e anticorpos presentes na placa se 

estabeleçam, é realizada a lavagem da placa para remover ligações inespecíficas fracas. 

Posteriormente, anticorpos de detecção conjugados às enzimas peroxidase ou fosfatase 

alcalina são adicionados à placa e se ligam ao complexo antígeno-anticorpo formado durante 

a etapa anterior de incubação. Após incubação com o anticorpo de detecção e mais um ciclo 

de lavagem, são adicionados à placa os substratos das enzimas com os cromógenos 

apropriados. Durante um breve período de incubação, as enzimas conjugadas presentes em 

cada padrão de concentração, CQs e amostras reagem com seus substratos e o produto da 

reação, uma vez formado, reage com o cromógeno promovendo o aparecimento de uma 

coloração cuja intensidade é diretamente proporcional à atividade enzimática e 

consequentemente à concentração dos biomarcadores nos padrões de concentração, CQs e 

amostras. Ao final da incubação com o substrato e o cromógeno, a reação enzimática é inibida 

com a adição de uma solução ácida e determinada a densidade óptica, no comprimento de 

onda adequado, em cada uma das 96 cavidades da microplaca através do leitor universal de 

microplacas (Bio Tek modelo ELX 800, Winooski, VT, EUA). 

 A concentração de cada biomarcador em cada replicata da amostra é determinada 

fazendo a interpolação do valor de densidade óptica da mesma com os valores de densidade 

óptica da curva-padrão gerada através do ajuste logístico de 4 parâmetros (4-PL), logarítmico 

(Log-Log) ou linear (dependendo do biomarcador) com auxílio de um programa de análise de 

dados (KC Junior, Bio Tek, Winooski, VT, EUA). Como cada amostra é analisada em 

duplicata, o valor de concentração de cada amostra é dado pela média entre as duas replicatas 

multiplicada pelo fator de diluição das amostras. 

 

 

3.5.3.1.2 ELISA formato competitivo 

 

 

 O kit utilizado para quantificar a ent-PGF2α urinária (Cayman Chemicals, Ann Arbor, 

MI, EUA) possuía formato competitivo que consiste em duas etapas. Na primeira etapa 

são adicionadas à placa a ent-PGF2α conjugada à enzima acetilcolinesterase (AChE) a uma 

concentração fixa, ent-PGF2α livre em concentrações variáveis presentes nos padrões de 

concentração, nos CQs e nas amostras das pacientes e anti-soro de coelho. Nessa etapa, a ent-
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PGF2α conjugada a AChE e a ent-PGF2α livre competem pelos sítios de ligação em anticorpos 

(imunoglobulinas G, IgGs) presentes no anti-soro de coelho. Os complexos antígeno-

anticorpo formados entre a ent-PGF2α-AChE ou ent-PGF2α livre e as IgGs de coelho se ligam 

ao anticorpo monoclonal de camundongo anti-IgG de coelho que revestem o fundo de cada 

cavidade da placa de 96 poços. Após o período de incubação, a placa é lavada para remover 

ligações inespecíficas e o regente de Ellman é adicionado à placa. O reagente de Ellman é 

composto por acetiltiocolina (substrato da AChE) e 5,5’-ditio-bis-(ácido 2 nitrobenzoico). A 

hidrólise de acetiltiocolina pela AChE produz tiocolina que reage com 5,5’-ditio-bis-(ácido 2 

nitrobenzoico) gerando 5-tio-ácido 2 benzoico, um composto de coloração amarela  que 

absorve intensamente os comprimentos de onda entre 405 e 420nm.  

 A intensidade de coloração gerada é diretamente proporcional à concentração de ent-

PGF2α-AChE e inversamente proporcional à concentração de ent-PGF2α livre. 

 A leitura das densidades ópticas do ensaio foi realizada a 405nm por meio do leitor 

universal de microplacas (Bio Tek modelo ELX 800, Winooski, VT, EUA). A curva-padrão 

foi gerada através do ajuste de 4-PL utilizando software do equipamento (KC Junior, Bio Tek, 

Winooski, VT, EUA).  O resultado de cada amostra foi calculado pela média de concentração 

entre as duplicatas multiplicadas por 10 (fator de diluição das amostras). 

 Posteriormente, os resultados de ent-PGF2α urinária foram normalizados pela 

concentração da creatinina urinária através da seguinte fórmula: 

 

ent-PGF2α (pg/µmol de creatinina) = ent-PGF2α (pg/mL)                                                        (1) 
                                                          creatinina (g/L) x8,85 
 

 

3.5.3.2 Ensaio cromogênico  
 

 

 Spectrolyse® PAI-1 é um ensaio cromogênico indireto para avaliação da atividade de 

PAI-1 humano no plasma que se processa em dois estágios. No primeiro estágio, uma 

concentração fixa de tPA é adicionada aos padrões de concentração, CQs e amostras. O tPA 

então reage com o PAI-1 presente nos padrões de concentração, CQs e amostras os quais na 

próxima etapa são acidificados para destruir o alfa-2-antiplasmina que pode interferir no 

ensaio. No segundo estágio, atividade residual do tPA é determinada pela adição de uma 

solução contendo gli-plasminogênio humano, poli-D-lisina e o substrato cromogênico para a 
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plasmina. O tPA residual (estimulado pela poli-D-lisina) catalisa a conversão de 

plasminogênio em plasmina que por sua vez hidrolisa o substrato cromogênico. A intensidade 

de coloração gerada, verificada a 405nm pelo leitor de microplacas (Bio Tek modelo ELX 

800, Winooski, VT, EUA) e calculada através do ajuste linear (Software KC Junior, Bio Tek, 

Winooski, VT, EUA) é inversamente proporcional à quantidade de PAI-1 presente nos 

padrões de concentração, CQs e amostras. Uma unidade de atividade (UI) de PAI-1 é definida 

como a concentração de PAI-1 capaz de inibir uma unidade internacional (UI) de tPA. 

 

 

3.5.4 Validação do método de ensaio 

 

 

  Para cada biomarcador, foi realizado o procedimento de validação do método do 

ensaio no intuito de averiguar se a precisão intra-ensaio e inter-ensaio, linearidade e valores 

normais esperados das amostras biológicas estavam em conformidade com o declarado pelo 

fabricante do kit. A validação nos permitiu selecionar o melhor ajuste para curva de 

calibração, ajustar as sensibilidades dos kits de acordo com as condições experimentais de 

nosso laboratório e alterar o fator de diluição das amostras em função dos valores normais 

esperados obtidos. Os procedimentos e resultados da validação de cada biomarcador 

encontram-se descritos no APÊNDICE. No Quadro, 3 estão resumidos alguns dos dados 

relacionados à análise dos biomarcadores: método de ensaio, kits e fabricantes, espécimes 

utilizados, fator de diluição, ajuste adotado para gerar a curva de calibração e os cuidados com 

a armazenagem das amostras.  

 

 

3.5.4.1 Critérios de aceitação 

 

 

3.5.4.1.1 Curva de calibração e controles de qualidade 

 

 

  Para a curva de calibração ser validada, 75% dos pontos da curva-padrão deveriam 

apresentar uma recuperação [(valor mensurado/valor teórico) x 100] entre 85% e 115%.  
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 No caso da utilização de dois CQs com níveis de concentração diferentes, três de 

quatro replicatas dos CQs deveriam estar dentro da faixa estabelecida pelo fabricante. Com 

relação aos CQs com três níveis de concentração, quatro das seis replicatas deveriam estar na 

faixa declarada pelos fabricantes e nesse caso, as duas replicatas que estavam fora das 

especificações não poderiam estar no mesmo nível de concentração. No caso do vWF e de 

PGF2α cujos fabricantes não forneciam os CQs, nós preparamos dois CQs com níveis de 

concentração diferentes a partir da solução dos padrões de concentração. Desde o início do 

estudo, uma mesma faixa de concentração para cada nível foi estabelecida e três das quatro 

replicatas dos CQs deveriam estar dentro dos valores estabelecidos. 

 Para os ensaios serem validados ambos os critérios de aceitação propostos para curva-

padrão e para os CQs deveriam ser atendidos, caso contrário o ensaio era invalidado e deveria 

ser repetido. 

 

 

3.5.4.1.2 Critérios de aceitação para as amostras das pacientes 

 

 

 As amostras cujas médias estavam dentro da curva padrão foram aceitas. Quando uma 

das amostras excedia o valor do padrão de concentração mais alto, essa amostra era 

novamente analisada, diluída, em um fator de diluição mais elevado. Além disso, as 

discrepâncias entre duplicatas da mesma amostra não poderiam superar coeficiente de 

variação (CV%) de 15%. Se o CV% entre duplicatas fosse superior a 15%, a amostra era 

novamente analisada. 

 

 
                                               (2) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     CV% = 100 x         Desvio-padrão entre duplicatas                                
                              Média da concentração das duplicatas 
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Quadro 3 – Biomarcadores/Método  analítico/Kits/Espécimes/Fator de diluição/Ajuste da  
curva/Armazenagem  

Biomarcador 
Método 

Analítico/Kit 
Espécime  

Fator de 

diluição 

Ajuste da 

curva de 

calibração 

Armazenagem 

sE-selectina ELISA, Quantikine 
(R&D Systems Inc) 

Soro  
 

10 4-PL Estável a -80º C por 
tempo indeterminado 

sP-selectina  ELISA, Quantikine 
(R&D Systems Inc) 

Plasma 
citratado 
 

2 4-PL Estável a -20ºC por 4 
semanas  

sL-selectina ELISA, Quantikine 
(R&D Systems Inc) 

Soro 100 4-PL Estável a -20ºC por 4 
semanas 

sICAM-1 
 

ELISA, Quantikine 
(R&D Systems Inc) 

Soro  20 4-PL Estável a -80º C por 
tempo indeterminado 

sVCAM-1 
 

ELISA, Quantikine 
(R&D Systems Inc) 

Soro  
 

20 Log-Log Estável a -80º C por 
tempo indeterminado 

MMP-2  ELISA, Quantikine 
(R&D Systems Inc) 

Soro  
 

10 Log-Log Estável a -80º C por 
tempo indeterminado 

MMP-3  ELISA, Quantikine 
(R&D Systems Inc) 

Soro  
 

10 Log-Log Estável a -80º C por 
tempo indeterminado 

MMP-9 ELISA, Quantikine 
(R&D Systems Inc) 

Plasma 
heparinizado  
 

100 4-PL Estável a -80º C por 
tempo indeterminado 

TIMP-1 ELISA, Quantikine 
(R&D Systems Inc) 

Soro  
 

100 4-PL Estável a -80º C por 
tempo indeterminado 

vWF ELISA, Imubind  
(American 
Diagnostica Inc) 

Plasma  
citratado 
 

200 4-PL Estável a -80º C por 
tempo indeterminado 

PAI-1 
 

Ensaio Cromogênico, 
Spectrolyse  
(American 
Diagnostica Inc) 

Plasma 
citratado  
 

1 Linear Estável a -80ºC por 
até 6 meses 

tPA 
 

ELISA, Imubind  
(American 
Diagnostica Inc) 

Plasma 
citratado 
 

1 Linear Estável a -80ºC por 
até 6 meses 

sTM ELISA, Imubind  
(American 
Diagnostica Inc) 

Plasma 
citratado 
 

4 4-PL Estável a -20ºC por 4 
semanas  

VEGF 
 

ELISA, Quantikine 
(R&D Systems Inc) 

Plasma 
heparinizado 
 

1 4-PL Estável a -80º C por 
tempo indeterminado 

 IL-6 
 

High Sensitivitiy 
ELISA, Quantikine 
(R&D Systems Inc) 

Soro  
 

1 Log-Log Estável a -80º C por 
tempo indeterminado 

Ang-1 ELISA, Quantikine 
(R&D Systems Inc) 

Plasma 
heparinizado 
 

10 Log-Log Estável a -80º C por 
tempo indeterminado 

Ang-2 
 

ELISA, Quantikine 
(R&D Systems Inc) 

Plasma 
heparinizado 
 

5 4-PL Estável a -80º C por 
tempo indeterminado 

sTie-2 
 

ELISA, Quantikine 
(R&D Systems Inc) 

Plasma 
heparinizado 
 

10 Log-Log Estável a -80º C por 
tempo indeterminado 

sEndoglina  
 

ELISA, Quantikine 
(R&D Systems Inc) 

Soro 
 

1 4-PL Estável a -80º C por 
tempo indeterminado 

ent-PG F2 ELISA  / Cayman 
Chemicals 

Urina 
 

10 4-PL Estável a -80º C por 
tempo indeterminado 
Observação: 
Adicionar 10 µl de 
uma solução de BHT 
5 mg/ml para cada ml 
de urina. 

Fonte: A autora, 2013. 



57 

 

3.6 Análise estatística 

 

 

  A Análise estatística foi realizada através do programa Graph Pad® Prism versão 5.0 

(Graph Pad®, La Jolla, CA, EUA). Foi utilizado o teste estatístico, D'Agostino & Pearson 

para verificar se os resultados apresentavam a distribuição normal de frequência. Como quase 

todos os resultados obtidos não apresentavam essa distribuição, foi utilizado o teste estatístico 

não-paramétrico de Kruskal-Wallis para identificar a existência de diferenças estatísticas entre 

os grupos. Uma vez existindo essa diferença, era realizado o teste de múltiplas comparações 

de Dunn para determinar exatamente entre quais grupos existiam as diferenças estatísticas. 

Para análise estatística das variáveis estatura, massa corporal, índice de massa corporal, 

eritrócitos, hematócrito, sEndoglina, sP-selectina, TIMP-1/MMP-2, PAI-1 e vWF, as quais 

apresentaram distribuição normal de frequência, foi utilizado o teste estatístico paramétrico 

One-way ANOVA com teste de Tukey para múltiplas comparações.  O grau de significância 

estatística adotado foi P<0,05.  

 Os resultados das variáveis paramétricas estão descritos como média ± EPM (erro 

padrão da média) e os resultados das variáveis não-paramétricas estão expressos como 

mediana [25º-75º percentis]. 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Participantes 

 

 Para participação no estudo, 332 mulheres foram selecionadas dos ambulatórios de 

Cirurgia Vascular do Hospital Universitário Pedro Ernesto (HUPE) e da Policlínica Piquet 

Carneiro ambos pertencentes à Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ). Desse 

total, 71 não foram incluídas por apresentarem anormalidades bioquímicas ou hormonais nos 

exames de sangue ou obstrução venosa no Eco-Doppler. Sendo assim, as 261 mulheres 

restantes foram distribuídas nos grupos C2, C3, C4 e C4m de acordo com a classificação clínica 

CEAP e realizaram a visita ao Laboratório para coleta do sangue para exames hematológicos, 

PCR e biomarcadores sanguíneos e amostras de urina para avaliação de creatinina urinária e 

do biomarcador urinário (ent-PGF2α). Com base nos elevados níveis de PCR (acima de 

0,5mg/dl), 88 pacientes foram excluídas da avaliação dos biomarcadores e, portanto para essa 

análise foram levadas em consideração 46 pacientes C2, 48 pacientes no C3, 41 pacientes C4 e 

38 C4m conforme ilustrado na Figura 1. 

Figura 1- Recrutamento das pacientes C2, C3, C4 e C4m para o estudo 

 
                Fonte: A autora, 2013. 
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Para o grupo C0a foram selecionadas 41 estudantes da UERJ e destas, 30 foram 

incluídas no estudo. Após verificação dos resultados dos exames laboratoriais, foi constatado 

que 12 voluntárias apresentavam PCR alta (superior a 0,50 mg/dl) e foram excluídas da 

avaliação dos biomarcadores. Desse modo, o número de voluntárias no grupo C0a passou a ser 

18, conforme ilustrado no esquema abaixo (Figura 2). 

 

Figura 2 - Recrutamento das voluntárias saudáveis para o estudo 

 

 
                Fonte: A autora, 2013. 

 

 

4.2 Características antropométricas 

 

 

4.2.1 Idade 

 A faixa etária entre os grupos foi gradativamente crescente conforme ilustrado no 

Gráfico 1. No grupo C0a (20,50[19,00-22,00] anos), a faixa etária foi significativamente 

(p<0,01) menor que a do grupo C2 (35,50[28,50-39,00] anos) e significativamente menor 

(p<0,001) que a dos grupos C3 (37,50[33,25-43,75] anos), C4 (41,00[35,50-44,00] anos) e C4m 

(57,50[55,75-65,25] anos). Foi encontrada também diferença estatística (p<0,001) entre os 

grupos C2 vs. C4m, C3 vs. C4m e C4 vs. C4m. Entre os grupos C3 e C4 não foi encontrada 

diferença estatística.  
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 Apesar de existirem diferenças estatísticas entre os grupos, todas as participantes se 

encontravam dentro das faixas etárias estabelecidas para sua classe clínica, respeitando o 

critério de seleção para a idade. 

 

Gráfico 1- Comparação entre as faixas etárias dos grupos C0a, C2, C3, C4 e C4m 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Nota: ** Representa diferença estatisticamente significativa entre grupos ao nível de p<0,01.  
*** Representa diferença estatisticamente significativa entre grupos ao nível de 
p<0,001. 

 
Fonte: A autora, 2013. 
 

 

4.2.2 Estatura 

 

 

 No Gráfico 2, mostramos a estatura de cada grupo estudado. A estatura do grupo C2 

(1,638±0,010 m) foi estatisticamente maior  (p<0,01) do que a do grupo C4m (1,587±0,012 m). 

Além disso, a altura do grupo C3 (1,615±0,008 m) foi significativamente inferior (p<0,05) a 

do grupo C4 (1,656±0,009 m) e a estatura do grupo C4 foi estatisticamente maior (p<0,001) a 

do grupo C4m. Os grupos C0a (1,618±0,014 m) vs. C2, C0a vs. C3, C0a vs. C4, C0a vs. C4m, C2 vs. 

C3, C2 vs. C4 e C3 vs. C4m não apresentaram diferenças estatisticamente significativas entre si. 
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Gráfico 2- Comparação entre as estaturas dos grupos C0a, C2, C3, C4 e C4m 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Nota: * Representa diferença estatisticamente significativa entre grupos ao nível de p<0,05. 

** Representa diferença estatisticamente significativa entre grupos ao nível de p<0,01. 
*** Representa diferença estatisticamente significativa entre grupos ao nível de 
p<0,001. 

 
Fonte: A autora, 2013. 
 

 

4.2.3 Massa corporal 

 

 

 A massa corporal de cada grupo estudado está representada no Gráfico 3. A massa 

corporal do grupo C0a (56,61±1,53 kg) foi estatisticamente menor (p<0,05) em relação à do 

grupo C2 (63,19±1,29 kg), significativamente inferior (p<0,001) em comparação aos grupos 

C3 (67,70±1,06 kg) e C4 (68,88±1,44 kg) e foi estatisticamente menor (p<0,01) em relação ao 

grupo C4m (64,99±1,40 kg).  O grupo C2 apresentou massa corporal significativamente menor 

(p<0,05) em relação ao grupo C4. Entretanto, os grupos C2 vs. C3, C2 vs. C4m, C3 vs. C4, C3 vs. 

C4m e C4 vs. C4m não apresentaram diferenças estatísticas entre si. 
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Gráfico 3 -  Comparação entre a massa corporal dos grupos C0a, C2, C3, C4 e C4m 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota: * Representa diferença estatisticamente significativa entre grupos ao nível de p<0,05. 
** Representa diferença estatisticamente significativa entre grupos ao nível de p<0,01. 
*** Representa diferença estatisticamente significativa entre grupos ao nível de 
p<0,001. 

 
Fonte: A autora, 2013. 
 

 

4.2.4 Índice de massa corporal 

 

 

 Os índices de massa corporal (IMC) dos grupos estudados estão representados no 

Gráfico 4. O IMC do grupo C0a (21,60±0,44kg/m2) foi estatisticamente inferior (p<0,001) em 

relação aos grupos C3 (25,95± 0,33 kg/m2), C4 (25,09± 0,52 kg/m2) e C4m (25,83±0,51 kg/m2). 

Além disso, o grupo C2 (23,52±0,44 kg/m2) apresentou IMC significativamente menor 

(p<0,01) do que o do grupo C4m. Entretanto, os grupos C0a vs. C2, C2 vs. C4, C3vs. C4, C3 vs. 

C4m e C4 vs. C4m não apresentaram nenhuma diferença estatística entre si. 

 Apesar de haver diferenças estatisticamente significativas entre os grupos, todas as 

participantes do estudo não eram obesas, respeitando-se, portanto, o critério de seleção de 

IMC entre 18 e 25 kg/m2 para o grupo C0a e de IMC entre 18 e 30 kg/m2 para os demais 

grupos estudados. 
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Gráfico 4 - Comparação entre os índices de massa corporal dos grupos C0a, C2, C3, C4 e C4m 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota:  ** Representa diferença estatisticamente significativa entre grupos ao nível de p<0,01.    
*** Representa diferença estatisticamente significativa entre grupos ao nível de 
p<0,001. 

 
Fonte: A autora, 2013. 
 

 

4.3 Variáveis hematológicas e inflamatórias 

 

 

4.3.1 Eritrócitos 

 O número de eritrócitos circulantes no sangue periférico das participantes dos 

diferentes grupos estudados encontra-se ilustrado no Gráfico 5. A média do número de 

eritrócitos/mm3 dos grupos C2 (4,31±0,06 milhões/mm3), C3 (4,30±0,04 milhões/mm3), C4 

(4,30±0,05 milhões/mm3) e C4m (4,33±0,06 milhões/mm3) foi semelhante. Apesar do grupo 

C0a (4,49±0,08 milhões/mm3) apresentar a média do número de eritrócitos/mm3 superior à dos 

demais grupos, não foram encontradas diferenças estatísticas entre os grupos. 
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Gráfico 5 - Comparação entre o número de eritrócitos circulantes no sangue periférico das 
participantes dos grupos C0a, C2, C3, C4 e C4m. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A autora, 2013. 

 

 

4.3.2 Leucócitos 

 

 

 O Gráfico 6 ilustra o número de leucócitos circulantes no sangue periférico das 

participantes dos grupos estudados. Os grupos C0a (5.660[4.440-7.158]/mm3), C2 

(5.775[4.953-7.145]/mm3), C3 (5.760[4.543-7.033]/mm3), C4 (5.270[4.750-6.190]/mm3) e C4m 

(5.080[4.355-6.065] /mm3) não apresentaram diferença estatística em relação ao número de 

leucócitos circulantes.  
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Gráfico 6 - Comparação entre o número de leucócitos circulantes no sangue periférico  
       das participantes dos grupos C0a, C2, C3, C4 e C4m 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A autora, 2013. 

 

 

4.3.2 Razão leucócitos/eritrócitos 

 

 

 A razão leucócitos/eritrócitos no sangue periférico das participantes dos diferentes 

grupos estudados está representada no Gráfico 7. A razão leucócitos/eritrócitos entre os 

grupos C0a (0,001230[0,001028-0,001533]), C2 (0,001305[0,001208-0,001738]), C3 

(0,001325[0,001048-0,001650]), C4 (0,001280[0,001105-0,001395]) e C4m 

(0,001220[0,001048-0,001410]) não foi estatisticamente diferente para qualquer dos grupos 

estudados. 
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 Gráfico 7 - Comparação da razão leucócitos/eritrócitos no sangue periférico entre as 
participantes dos grupos C0a, C2, C3, C4 e C4m 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A autora, 2013. 

 

 

4.3.3 Hematócrito 

 

 

O valor de hematócrito de cada grupo estudado está representado no Gráfico 8. Os 

valores de hematócrito obtidos em cada grupo foram: C0a (38,10±0,66ml de eritrócitos/dl), C2 

(37,88±0,42 ml de eritrócitos/dl), C3 (38,26±0,34 ml de eritrócitos/dl), C4 (38,06±0,35 ml de 

eritrócitos/dl) e C4m (38,15±0,35 ml de eritrócitos/dl). Como os valores de hematócrito dos 

grupos estudados foram bem similares, não foi observada diferença estatisticamente 

significante entre eles. 
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Gráfico 8 - Comparação do valor de hematócrito entre as participantes dos grupos C0a,  C2, 
C3, C4 e C4m.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A autora, 2013. 

 

 

4.3.4 Proteína C reativa 

 

 

 O Gráfico 9 representa os resultados de proteína C reativa (PCR) obtidos em cada um 

dos grupos estudados. A diferença entre os valores de PCR no sangue periférico das 

participantes dos grupos C0a (0,0900[0,0500-0,1550] mg/dl), C2 (0,1300 [0,0725-0,2750] 

mg/dl), C3 (0,1800[0,0850-0,2900] mg/dl), C4 (0,1300[0,0800-0,2300] mg/dl) e C4m 

(0,1400[0,0575-0,2750] mg/dl) não foi estatisticamente significante. 
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Gráfico 9 - Comparação do valor de proteína C reativa entre as participantes dos grupos C0a, 
C2, C3, C4 e C4m.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A autora, 2013. 

 

 

4.4 Biomarcadores  

 

 

4.4.1 Biomarcador inflamatório 

 

 

4.4.1.1 Interleucina-6 

 

 

 Os resultados da concentração sérica de Interleucina-6 (IL-6) em cada um dos grupos 

estudados estão representados no Gráfico 10. Os grupos C0a (0,900[0,675-1,350] pg/ml) e C4m 

(1,900[1,300-2,400] pg/ml) e C2 (1,100[0,675-1,850] pg/ml) e C4m apresentaram diferença 

estatisticamente significativa (p<0,01). Não foi observada diferença estatística entre os grupos 

C0a vs. C2, C0a vs. C3 (1,500[0,825-2,150] pg/ml), C0a vs. C4 (1,300[0,900-1,700] pg/ml), C2 

vs. C3, C2 vs. C4, e C3 vs. C4. 
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Gráfico 10 - Comparação da concentração sérica de Interleucina-6 entre os grupos C0a, C2, C3, 
C4 e C4m 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Nota: ** Representa diferença estatisticamente significativa entre grupos ao nível de p<0,01. 
 
Fonte: A autora, 2013. 
 

 

4.4.2 Biomarcadores de adesão celular 

 

 

4.4.2.1 sL-selectina 

 

 

 O Gráfico 11 representa os resultados da concentração sérica de sL-selectina nos 

grupos estudados. As concentrações séricas de sL-selectina nos grupos C2 (993,0 [850,3-

1121,0] ng/ml), C4 (975,0[862,5-1092,0] ng/ml) e C4m (975,0[804,3-1110,0] ng/ml) foram 

estatisticamente menores (p<0,001) em comparação ao grupo C0a (1216,0[1117,0-1403,0] 

ng/ml). O grupo C3 (972,5[871,3-1140,0] ng/ml)  apresentou níveis circulantes de sL-selectina 

significativamente mais baixos (p<0,01) que o grupo C0a. Não foram observadas diferenças 

estatísticas entre os grupos C2 vs. C3, C2 vs. C4, C2 vs. C4m, C3 vs. C4, C3 vs. C4m e C4 vs. C4m. 
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Gráfico 11 - Comparação da concentração sérica de sL-selectina entre os grupos C0a, C2, C3, 
C4 e C4m 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota: ** Representa diferença estatisticamente significativa entre grupos ao nível de p<0,01. *** 
Representa diferença estatisticamente significativa entre grupos ao nível de p<0,001. 

 

Fonte: A autora, 2013. 

 

 

4.4.2.2 sE-selectina 

 

 

 O Gráfico 12 representa os resultados da concentração sérica de sE-selectina nos 

grupos estudados. As concentrações séricas de sE-selectina observadas nos grupos C0a 

(25,50[20,00-30,50] ng/ml), C2 (27,00 [21,00-34,00] ng/ml), C3 (29,00[17,00-35,00] ng/ml), 

C4 (24,00[18,00-30,50] ng/ml) e C4m (29,00[23,00-37,00] ng/ml) não foram estatisticamente 

diferentes entre si. 
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Gráfico 12 - Comparação da concentração sérica de sE-selectina entre os grupos C0a, C2, C3, 

C4 e C4m. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A autora, 2013. 

 

 

4.4.2.3 sP-selectina 

 

 

 O Gráfico 13 representa os resultados da concentração plasmática de sP-selectina nos 

grupos estudados. As concentrações plasmáticas de sP-selectina observadas nos grupos C0a 

(21,610±1,194 ng/ml), C2 (20,370±0,655 ng/ml), C3 (20,880±0,874 ng/ml), C4 (22,020±0,815 

ng/ml) e C4m (22,24±1,120 ng/ml) não foram significativamente diferentes entre si. 
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Gráfico 13 - Comparação da concentração plasmática de sP-selectina entre os grupos C0a, C2, 
C3, C4 e C4m. 
 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A autora, 2013. 

 

4.4.2.4 sICAM-1 

  

 

O Gráfico 14 representa os resultados da concentração sérica de sICAM-1 nos grupos 

estudados. As concentrações séricas de sICAM-1observadas nos grupos C0a (206,0[181,8-

238,5] ng/ml), C2 (183,0[170,5-214,0] ng/ml), C3 (179,0[148,3-212,3] ng/ml), C4 

(183,0[161,0-201,00] ng/ml) e C4m (206,5[177,5-240,5] ng/ml) não foram significativamente 

diferentes entre si. 

 A concentração sérica de sICAM-1 de uma paciente do grupo C3 ficou abaixo do 

limite de detecção do kit e ao invés de a removermos da análise estatística, atribuirmos à 

amostra o valor do limite de sensibilidade do kit que foi de 0,0108ng/ml. 
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Gráfico 14 - Comparação da concentração sérica de sICAM-1 entre os grupos C0a, C2, C3, C4 
e C4m. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A autora, 2013. 

 

 

4.4.2.5 sVCAM-1 

 

 

 O Gráfico 15 representa os resultados da concentração sérica de sVCAM-1 nos grupos 

estudados. A concentração sérica de sVCAM-1 no grupo C3(515,5[404,5-621,8] ng/ml) foi 

estatisticamente mais baixa (p<0,01) do que a do grupo C4m (621,0[524,5-816,3] ng/ml). As 

concentrações séricas de sVCAM-1 em relação aos grupos C0a (557,0[427,3-680,0] ng/ml) vs. 

C2 (544,5[464,8-638,8] ng/ml), C0a vs. C3, C0a vs. C4 (543,0[461,0-693,0] ng/ml), C0a vs. C4m, 

C2 vs. C3, C2 vs. C4m, C3 vs. C4 e C4 vs. C4m e C4 vs. C4m não foram estatisticamente 

diferentes entre si. 
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Gráfico 15 - Comparação da concentração sérica de sVCAM-1 entre os grupos C0a, C2, C3, C4 
e C4m  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota: ** Representa diferença estatisticamente significativa entre grupos ao nível de p<0,01. 
 
Fonte: A autora, 21013. 
 

 

4.4.3 Biomarcadores de lesão endotelial 

 

 

4.4.3.1 tPA   

  

 O Gráfico 16 representa os resultados da concentração plasmática de tPA nos grupos 

estudados. A concentração plasmática de tPA nos grupos C2 (6,320 [4,803-8,330] ng/ml), C3 

(6,770[5,295-9,195] ng/ml), C4 (6,000[3,200-9,040] ng/ml) e C4m (5,740[4,623-7,425] ng/ml) 

foram estatisticamente mais elevadas (p<0,001) quando comparadas ao grupo C0a 

(2,865[1,575-3,658] ng/ml). Não foram observadas diferenças estatísticas entre os grupos C2 

vs. C3, C2 vs. C4, C2 vs. C4m, C3 vs. C4, C3 vs. C4m e C4 vs. C4m. 
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Gráfico 16 - Comparação da concentração plasmática de tPA entre os grupos C0a, C2, C3, C4 e 
C4m  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota: *** Representa diferença estatisticamente significativa entre grupos ao nível de 
p<0,001. 

 
Fonte:  A autora, 2013. 
 

 

4.4.3.2 Atividade de PAI-1 

 

 

 O Gráfico 17 representa os resultados da atividade plasmática de PAI-1 nos grupos 

estudados. A atividade plasmática de PAI-1 nos grupos C0a (8,817±0,880UI/ml), C2 

(8,728±0,866 UI/ml), C3 (8,515±0,645UI/ml), C4 (9,327±0,716 UI/ml) e C4m (9,776±0,884 

UI/ml) não foram significativamente diferentes entre si. 

 A atividade plasmática de algumas participantes ficaram abaixo do limite de detecção 

do kit e ao invés de as removermos da análise estatística, atribuirmos às amostras dessas 

participantes o valor do limite de sensibilidade do kit que foi de 0,100UI/ml. 
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Gráfico 17 - Comparação da atividade plasmática de PAI-1 entre os grupos C0a, C2, C3, C4 e 

C4m 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A autora, 2013. 

 

 

4.4.3.3 Fator de von Willebrand 

 

 

 O Gráfico 18 representa os resultados da concentração plasmática do Fator de von 

Willebrand (vWF) nos grupos estudados. A concentração plasmática do vWF do grupo C2 

(861,9±55,99 mU/ml) foi estatisticamente (p<0,05) mais baixa do que a do grupo C0a 

(1293±109,6 mU/ml). A concentração plasmática do grupo C2, por sua vez, foi 

estatisticamente (p<0,001) inferior a do grupo C4m (1451±102,0 mU/ml). A concentração 

plasmática do grupo C3 (938,5±54,86 mU/ml) foi estatisticamente (p<0,001) menor em 

relação a do grupo C4m a qual foi significativamente (p<0,05) superior a do grupo C4 

(1114±75,98 mU/ml). As concentrações plasmáticas de vWF dos grupos C0a vs. C3, C0a vs. 

C4, C0a vs. C4m e C2 vs. C3, C2 vs.C4 e C3 vs. C4 não apresentaram diferenças significativas 

entre si. 
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Gráfico 18 - Comparação da concentração plasmática do Fator de von Willebrand entre os 
grupos C0a, C2, C3, C4 e C4m  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Nota: * Representa diferença estatisticamente significativa entre grupos ao nível de p<0,05. 

*** Representa diferença estatisticamente significativa entre grupos ao nível de 
p<0,001.  

 
Fonte: A autora, 2013. 

 

 

4.4.3.4 sTrombomodulina 

 

  

 Os resultados da concentração plasmática de sTrombomodulina (sTM) nos grupos 

estudados estão representados no Gráfico 19.  A concentração plasmática de sTM do grupo C2 

(3,550 [2,650-3,958] ng/ml) foi estatisticamente (p<0,001) superior à concentração plasmática 

do grupo C4 (2,520[2,010-3,155] ng/ml) a qual foi estatisticamente (p<0,001) inferior a dos 

grupos C3 (3,595 [2,760-4,053] ng/ml) e C4m (3,340[3,025-3,800] ng/ml). Não foram 

observadas diferenças estatísticas entre os grupos C0a (3,215[2,710-3,370] ng/ml) vs. C2, C0a 

vs. C3, C0a vs. C4, C0a vs. C4m, C2 vs. C3, C2 vs. C4m e C3 vs. C4m. 
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Gráfico 19 - Comparação da concentração plasmática de sTrombomodulina entre os grupos 
C0a, C2, C3, C4 e C4m  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
Nota: *** Representa diferença estatisticamente significativa entre grupos ao nível de 

p<0,001.  
 
Fonte: A autora, 2013. 

 

 

4.4.4 Biomarcadores de remodelamento tecidual 

 

 

4.4.4.1 MMP-2 

 

 Os resultados da concentração sérica de MMP-2 estão representados no Gráfico 20. Os 

grupos C2 (166,2[148,3-183,1] ng/ml) e C3 (166,1[157,5-189,1] ng/ml) apresentaram 

concentração sérica de MMP-2 significativamente (p<0,001) menores em relação ao grupo 

C0a (211,0[181,9-222,2] ng/ml). A concentração sérica de MMP-2 do grupo C2 foi 

estatisticamente (p<0,001) menor do que a dos grupos C4 (199,1[174,4-216,4] ng/ml) e C4m 

(199,7[169,2-218,5] ng/ml). A concentração sérica de MMP-2 do grupo C3 também foi 

significativamente (p<0,001) inferior a dos grupos C4 e C4m. Não foram observadas diferenças 

estatísticas entre os grupos C0a vs. C4, C0a vs. C4m, C2 vs. C3 e C4 vs. C4m. 
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Gráfico 20 - Comparação da concentração sérica de MMP-2 entre os grupos C0a, C2, C3, C4 e 
C4m  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Nota: *** Representa diferença estatisticamente significativa entre grupos ao nível de 
p<0,001.  
 
Fonte: A autora, 2013. 
 

 

4.4.2.2 MMP-3 

 

 

 Os resultados da concentração sérica de MMP-3 nos grupos estudados estão 

representados no Gráfico 21. As concentrações séricas de MMP-3 observada nos grupos C0a 

(7,700[5,250-10,30] ng/ml), C2 (7,000[5,850-9,325] ng/ml), C3 (7,350[5,550-9,975] ng/ml), 

C4 (7,000[6,050-9,800] ng/ml) e C4m (8,700[7,875-10,80] ng/ml) não foram significativamente 

diferentes entre si. 
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Gráfico 21- Comparação da concentração sérica de MMP-3 entre os grupos C0a, C2, C3, C4 e 
C4m 

 
 
 

 

 

 

 

 

Fonte: A autora, 2013. 

 

4.4.4.3 MMP-9 

  

 Os resultados da concentração plasmática de MMP-9 estão representados no Gráfico 

22. O grupo C2 (41,55[31,38-63,83] ng/ml) apresentou concentração plasmática de MMP-9 

significativamente (p<0,001) maior do que a do grupo C0a (29,55[23,15-35,60] ng/ml). O 

grupo C4 (38,30[30,75-61,80] ng/ml) apresentou níveis plasmáticos estatisticamente (p<0,01) 

superiores aos do grupo C0a. Não foram observadas diferenças estatísticas entre os grupos C0a 

vs. C3 (35,20[28,35-56,23] ng/ml), C0a vs. C4m (32,80[26,78-46,53] ng/ml), C2 vs. C3, C2 vs. 

C4, C2 vs. C4m, C3 vs. C4, C3 vs. C4m e C4 vs. C4m. 
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Gráfico 22 - Comparação da concentração plasmática de MMP-9 entre os grupos C0a, C2, C3, 
C4 e C4m 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Nota: **Representa diferença estatisticamente significativa entre grupos ao nível de p<0,01. 

*** Representa diferença estatisticamente significativa entre grupos ao nível de 
p<0,001. 

 
Fonte: A autora, 2013. 

 

 

4.4.4.4 TIMP-1 

 

 

 Os resultaconcentração sérica de TIMP-1 estão representados no Gráfico 23. O grupo 

C4 (147,0[135,0-157,5] ng/ml) apresentou concentração sérica de TIMP-1 significativamente 

(p<0,05) menor do que a do grupo C0a (172,0[136,5-197,0] ng/ml). Não foram observadas 

diferenças estatísticas entre os grupos C0a vs. C2 (148,0[138,5-164,8] ng/ml) C0a vs. C3 

(151,0[136,3-161,0] ng/ml), C0a vs. C4m (154,0[142,8-163,8] ng/ml), C2 vs. C3, C2 vs. C4, C2 

vs. C4m, C3 vs. C4, C3 vs. C4m e C4 vs. C4m. 
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Gráfico 23 - Comparação da concentração sérica de TIMP-1 entre os grupos C0a, C2, C3, C4 e 
C4m.  

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
Nota: *Representa diferença estatisticamente significativa entre grupos ao nível de p<0,05.  
 

Fonte: A autora, 2013. 

 

 

4.4.4.5 Razão TIMP-1/MMP-2 

 

 

Os resultados da razão TIMP-1/MMP-2 estão representados na Gráfico 24. O grupo C4 

(0,7634±0,0222) apresentou razão TIMP-1/MMP-2 significativamente (p<0,001) menor do 

que a do grupo C2 (0,9239±0,0302) e estatisticamente inferior (p<0,01) a do grupo C3 (0,8979 

±0,0242). Não foram observadas diferenças estatísticas entre os grupos C0a (0,8444±0,0506) 

vs. C2, C0a vs. C3, C0a vs. C4, C0a vs. C4m (0,8132±0,0327), C2 vs. C3, C3 vs. C4m e C4 vs. C4m. 
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Gráfico 24 - Comparação da razão TIMP-1/MMP-2 entre os grupos C0a, C2, C3, C4 e C4m.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Nota: **Representa diferença estatisticamente significativa entre grupos ao nível de p<0,01. 

***Representa diferença estatisticamente significativa entre grupos ao nível de 
p<0,001. 

 
Fonte: A autora, 2013. 
 

 

4.4.4.6 Razão TIMP-1/MMP-3  

 

 

 Os resultados da razão TIMP-1/MMP-3 nos grupos estudados estão representados no 

Gráfico 25. A razão TIMP-1/MMP-3 observada nos grupos C0a (21,05[17,70-28,50]), C2 

(21,00[16,43-26,95]), C3 (20,30[15,20-26,45]), C4 (20,20[14,85-24,55]) e C4m (17,71[13,93-

21,78]) não foram significativamente diferentes entre si. 
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Gráfico 25 - Comparação da razão TIMP-1/MMP-3 entre os grupos C0a, C2, C3, C4 e C4m 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A autora, 2013. 

 

 

4.4.4.7 Razão TIMP-1/MMP-9  

 

   

Os resultados da razão TIMP-1/MMP-9 nos grupos estudados estão representados no 

Gráfico 26. A razão TIMP-1/MMP-9 nos grupos C2 (3,555[2,350-4,750]) e C4 (3,700[2,250-

5,000]) foram significativamente (p<0,001) menores do que a do grupo C0a (5,700[4,775-

7,425]). A razão TIMP-1/MMP-9 no grupo C3 (3,850[2,750-5,200]) foi estatisticamente 

(p<0,01) inferior a do grupo  C0a.  Não foram observadas diferenças estatísticas entre os 

grupos C0a vs. C4m (4,500[3,375-6,025]), C2 vs. C3, C2 vs. C4, C2 vs. C4m, C3 vs. C4, C3 vs. C4m 

e C4 vs. C4m. 
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Gráfico 26 - Comparação da razão TIMP-1/MMP-9 entre os grupos C0a, C2, C3, C4 e C4m 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A autora, 2013. 

 

 

4.4.5 Biomarcadores de remodelamento vascular 

 

 

4.4.5.1 Angiopoietina-1 

 

 Os resultados da concentração plasmática de Angiopoietina-1 estão representados no 

Gráfico 27. O grupo C4 (1766[1226-2380] pg/ml apresentou concentração plasmática de 

Angiopoietina-1 significativamente (p<0,01) maior do que a do grupo C0a (1101[818,0-1448] 

pg/ml). O grupo C4m (1831[817,5-2787] pg/ml) apresentou níveis plasmáticos estatisticamente 

(p<0,05) superiores aos grupo C0a. A concentração plasmática de Angiopoietina-1 no grupo 

C3 (1231[849,5-1835] pg/ml) também foi significativamente (p<0,05) menor do que a do 

grupo C4. Não foram observadas diferenças estatísticas entre os grupos C0a vs. C2 (1569[1155-

2214] pg/ml), C0a vs. C3, C2 vs. C3, C2 vs. C4, C2 vs. C4m, C3 vs. C4m e C4 vs. C4m. 
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Gráfico 27 - Comparação da concentração plasmática de Angiopoietina-1 entre os grupos C0a, 
C2, C3, C4 e C4m.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota: *Representa diferença estatisticamente significativa entre grupos ao nível de p<0,05. **  
Representa diferença estatisticamente significativa entre grupos ao nível de p<0,01.  

 
Fonte: A autora, 2013. 
 

 

4.4.5.2 Angiopoietina-2 

 

 

 Os resultados da concentração plasmática de Angiopoietina-2 nos grupos estudados 

estão representados no Gráfico 28. As concentrações plasmáticas de Angipoietina-2 

observada nos grupos C0a (1903[1241-2517] pg/ml), C2 (1815[1433-3160] pg/ml), C3 

(1663[1338-2093] pg/ml), C4 (1,953[1313-2649] pg/ml) e C4m (1956 [1629-2260] pg/ml) não 

foram significativamente diferentes entre si. 
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Gráfico 28 - Comparação da concentração plasmática de Angiopoietina-2 entre os grupos C0a, 
C2, C3, C4 e C4m 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A autora, 2013. 

 

 

4.4.5.3 Razão Angiopoietina-1/Angiopoietina-2 

 

 

 Os resultados da razão Angiopoietina-1/Angiopoietina-2 nos grupos estudados estão 

representados no Gráfico 29. A razão Angiopoietina-1/Angipoietina-2 observada nos grupos 

C0a (0,533[0,380-0,968]), C2 (0,754[0,541-1,186]), C3 (0,778[0,456-1,206]), C4 (0,869[0,577-

1,384]) e C4m (0,823 [0,531-1,243]) não foram significativamente diferentes entre si. 

 

Gráfico 29 - Comparação da razão Angiopoietina-1/Angiopoietina-2 entre os grupos C0a, C2, 
C3, C4 e C4m. 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A autora, 2013. 
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4.4.5.4 sTie-2 

 

 

 Os resultados da concentração plasmática de sTie-2 estão representados no Gráfico 30. 

O grupo C4m (17,70[15,13-20,85] pg/ml) apresentou concentração plasmática de sTie-2 

significativamente (p<0,001) menor do que a do grupo C2 (22,15[19,85-26,13] pg/ml), 

estatisticamente (p<0,01) inferior a do grupo C3 (21,10[18,43-23,35] pg/ml) e 

significativamente (p<0,05) mais baixa do que a do grupo C4 (20,60[18,05-23,35] pg/ml). Não 

foram observadas diferenças estatísticas entre os grupos C0a (18,65[17,15-23,08] pg/ml) vs. 

C2, C0a vs. C3, C0a vs. C4, C0a vs. C4m, C2 vs. C3, C2 vs. C4 e C3 vs. C4. 

 

Gráfico 30 - Comparação da concentração plasmática de sTie-2 entre os grupos C0a, C2, C3, 
C4 e C4m 

sTie-2

0aC
2C 3C 4C 4mC

0

10

20

30

40
***

**
*

CLASSES CEAP

C
O

N
C

E
N

T
R

A
Ç

Ã
O

 P
L

A
S

M
Á

T
IC

A
 (

p
g

/m
l)

 

Nota: *Representa diferença estatisticamente significativa entre grupos ao nível de p<0,05. ** 
Representa diferença estatisticamente significativa entre grupos ao nível de 
p<0,01***Representa diferença estatisticamente significativa entre grupos ao nível de 
p<0,001. 

 
Fonte: A autora, 2013 
 

 

4.4.5.5 VEGF 

 

 

 Os resultados da concentração plasmática de VEGF estão representados no Gráfico 31. 

Os grupos C2 (27,05 [18,18-41,00] pg/ml) e C4m (28,55[0,0292-41,80] pg/ml) apresentaram 

concentrações plasmáticas de VEGF significativamente (p<0,01) maiores do que a do grupo 
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C0a (0,0292[0,292-22,30] pg/ml). O grupo C4 (23,70[19,55-33,00] pg/ml) apresentou níveis 

circulantes de VEGF estatisticamente (p<0,05) superiores aos do grupo C0a.  Os grupos C0a vs. 

C3 (22,65[11,23-30,90] pg/ml), C2 vs. C3, C2 vs. C4, C2 vs. C4m, C3 vs. C4, C3 vs. C4m e C4 vs. 

C4m não apresentaram diferenças estatísticas entre si. 

 A concentração de VEGF no plasma de algumas participantes ficou abaixo do limite 

de detecção do kit e ao invés de as removermos da análise estatística, atribuirmos às amostras 

dessas participantes o valor do limite de sensibilidade do kit que foi de 0,0292 pg/ml. 

Gráfico 31 - Comparação da concentração plasmática de VEGF entre os grupos C0a, C2, C3, 
C4 e C4m 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota: *Representa diferença estatisticamente significativa entre grupos ao nível de p<0,05. ** 
Representa diferença estatisticamente significativa entre grupos ao nível de p<0,01. 

 
Fonte: A autora, 2013. 
 

 

4.4.5.6 sEndoglina 

 

 

 O Gráfico 32 representa os resultados da concentração sérica de sEndoglina nos 

grupos estudados. As concentrações séricas de sEndoglina observada nos grupos C0a 

(4,833±0,145 ng/ml), C2 (4,368±0,107 ng/ml), C3 (4,407±0,085 ng/ml), C4 (4,484±0,117 

ng/ml) e C4m (4,763±0,163 ng/ml) não foram significativamente diferentes entre si. 
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Gráfico 32 - Comparação da concentração sérica de sEndoglina entre os grupos C0a, C2, C3, 
C4 e C4m 
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Fonte: A autora, 2013. 

 

 

4.4.6 Biomarcador de estresse oxidativo 

 

 

4.4.6.1 ent-Prostaglandina F2α 

 

 

 O Gráfico 33 representa os resultados da concentração urinária de ent-Prostaglandina 

F2α (ent-PGF2α) nos grupos estudados. As concentrações urinárias de ent-PGF2α observadas 

nos grupos C0a (17272[16358-28219] pg de ent-PGF2α/μmol de creatinina), C2 (25721[19413-

29847] pg de ent-PGF2α/μmol de creatinina), C3 (23407[18245-27228] pg de ent-PGF2α/μmol 

de creatinina), C4 (25976[19827-30035] pg de ent-PGF2α/μmol de creatinina) e C4m 

(25761[19667-32643] pg de ent-PGF2α/μmol de creatinina) não foram significativamente 

diferentes entre si. 
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Gráfico 33- Comparação da concentração urinária de ent-Prostaglandina F2α entre os grupos 
C0a, C2, C3, C4 e C4m 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A  autora, 2013. 
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5 DISCUSSÃO 

 

 Apesar de haver diferenças de IMC em relação aos grupos é importante ressaltar que 

nenhuma participante estudada possuía IMC inferior ou igual a 18 ou superior ou igual a 30 

que são critérios para diagnóstico de desnutrição e obesidade, respectivamente que poderiam 

interferir na interpretação dos resultados.  

Com relação à idade, todas as participantes se encontravam dentro dos limites 

estabelecidos para cada grupo e foram observadas diferenças estatísticas entre praticamente 

todos os grupos, com exceção dos grupos C3 vs. C4. Propositadamente as faixas etárias 

estabelecidas para os grupos C0a, C2, C3 e C4 e C4m foram diferentes, pois sabemos que a 

doença se torna mais severa com o avanço da idade (Musil et al., 2011) e que, em outras 

palavras, não poderíamos encontrar uma C0a na mesma faixa etária de uma C4 ou C4m e vice-

versa. Concluímos que apesar de ser um fator de confundimento, a idade não poderia deixar 

de ser considerada nas análises estatísticas constituindo, assim, uma das limitações de nosso 

estudo. 

Um estudo demonstrou que, após submeter indivíduos saudáveis à hipertensão venosa 

experimental, havia redução do número de leucócitos que deixavam a circulação dos pés 

(Moyses et al.,1987). Um ano mais tarde, foi observado que havia uma redução do número de 

leucócitos que deixavam os pés de pacientes com DVC e foi concluído que os leucócitos 

haviam sido aprisionados na circulação dos membros inferiores (Thomas et al., 1988a). No 

mesmo ano, através da observação da pele de pacientes com DVC, com auxílio de um 

microscópio, foi o reportado que existia diminuição do número de capilares perfundidos após 

os pacientes serem submetidos à hipertensão venosa, sugerindo que o aumento da pressão 

venosa reduz a pressão de perfusão capilar (Coleridge-Smith et al., 1988). Com base nessas 

observações, foi postulada a hipótese do aprisionamento de leucócitos (Coleridge-Smith et al., 

1988). Essa hipótese também propõe que o aumento da pressão venosa reduz o fluxo 

sanguíneo na microcirculação o que leva, por conseguinte, à marginação, ativação, adesão e 

transmigração de leucócitos. Uma vez ativados, os leucócitos liberam enzimas proteolíticas e 

ROS que resultam em lesão tecidual. Em um estudo foi mostrado que, após a hipertensão 

venosa, pacientes com veias varicosas e lipodermatosclerose apresentavam redução da razão 

leucócitos/eritrócitos no sangue coletado da veia safena magna ou da veia dorsal do pé, 

corroborando a hipótese do aprisionamento de leucócitos na microcirculação dos membros 
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inferiores (Saharay et al., 1997). Em outro estudo, foi reportado queda significativa do 

número de leucócitos presentes no sangue removido de uma das veias do pé de pacientes com 

DVC após hipertensão venosa experimental, o que também corrobora a hipótese do 

aprisionamento de leucócitos (Khodabandehlou et al., 2004). No presente estudo, apesar de 

não submetermos as participantes à hipertensão venosa experimental e de não coletarmos 

sangue de veias superficiais da perna, tentamos observar se havia declínio do número de 

leucócitos e diminuição da razão leucócitos/eritrócitos na circulação periférica nos diferentes 

estágios clínicos da doença e constatamos que houve diminuição gradativa, não significativa, 

do número de leucócitos circulantes do grupo C2 ao grupo C4m e também redução, sem 

significância estatística, da razão leucócitos/eritrócitos do grupo C3 ao grupo C4m. Com base 

nesses resultados não podemos inferir que houve aprisionamento de leucócitos na 

microcirculação de membros inferiores das pacientes de nosso estudo. 

Como consequência da hipertensão venosa, ocorre o extravasamento de 

macromoléculas para o interstício (Thomas et al., 1988b). O extravasamento plasmático 

ocasiona sobrecarga linfática, edema e aumenta a viscosidade sanguínea (Boisseau e de La 

Giclais, 2004). Em um estudo envolvendo amostras de sangue removidas de uma das veias do 

pé de controles e pacientes com DVC foi observado que, em condições basais, o número de 

eritrócitos e o valor de hematócrito em pacientes DVC são menores (sem significância 

estatística) em relação ao grupo controle, sugerindo que a hemoconcentração não é um fator 

característico da DVC (Khodabandehlou et al., 2004). Em nosso estudo observamos que o 

número de eritrócitos e o valor de hematócrito, em todos os grupos, foram muito similares e, 

portanto, não houve diferença estatística entre os mesmos corroborando com esses dados da 

literatura. 

 Os monócitos/macrófagos que se acumulam nas válvulas venosas e parede vascular 

liberam IL-6 (Sprague e Khalil, 2009) uma citocina pró-inflamatória que possui um papel, 

fundamental na potencialização da resposta inflamatória (Yasim et al., 2008) induzindo a 

secreção de Interleucina-8 (IL-8), de proteína quimiotática para monócitos-1 (MCP-1) e a 

expressão de moléculas de adesão pelas células endoteliais (Gabay, 2006). Em nosso estudo 

constatamos que pacientes com quadro de DVC mais avançado, ou seja, pacientes C4m, 

apresentavam aumento significativo (p<0,01) dos níveis séricos de IL-6 em relação aos 

grupos C0a e C2. Em um estudo, foi observado que os níveis séricos de IL-6 em 11 pacientes 

homens com úlcera de estase venosa eram significativamente maiores do que aqueles 

apresentados pelos 11 controles pareados por gênero e idade (Pappas et al.,1995). Em outro 
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estudo, foi avaliada a concentração de IL-6 no plasma proveniente da veia braquial de 25 

controles e de 25 pacientes com estágio clínico C2 de DVC primária (Yasim et al., 2008). 

Ambos os grupos eram compostos por homens e mulheres e não foi observada diferença 

estatística entre o grupo controle e o grupo C2, corroborando nossos dados.  

Os mecanismos moleculares envolvidos na ativação e adesão de leucócitos na DVC 

envolve a interação de moléculas de adesão presentes na superfície de membrana de 

leucócitos circulantes e das células endoteliais. Essas moléculas são responsáveis pelo 

rolamento, adesão e transmigração ao longo do endotélio das vênulas pós-capilares e são 

divididas em três classes: as selectinas, integrinas e membros da superfamília das 

imunoglobulinas. Em nosso estudo avaliamos as concentrações sanguíneas das formas 

solúveis da família das selectinas e de membros da superfamília de imunoglobulinas. A 

família das selectinas promove o rolamento dos leucócitos ao longo do endotélio das vênulas 

pós-capilares e incluem a L-selectina,  constitutivamente expressa na superfície dos 

leucócitos, a E-selectina,  expressa pelo endotélio ativado e a P-selectina,  expressa pelo 

endotélio e plaquetas ativados. Avaliamos também a concentração sérica das formas solúveis 

de ICAM-1 e de VCAM-1 em nosso estudo. ICAM-1 e VCAM-1 são membros da 

superfamília das imunoglobulinas e são ligantes endoteliais para as integrinas presentes na 

superfície de leucócitos e plaquetas. A interação entre essas duas classes de moléculas de 

adesão permite a firme adesão de leucócitos e plaquetas ao endotélio. 

Uma vez ativados, os leucócitos liberam a sL-selectina através de um fenômeno 

denominado shedding e passam a expressar a integrina CD11b que permite a firme adesão de 

leucócitos ao endotélio e subsequente degranulação e transmigração (Jutila, 1994; Saharay et 

al., 1997). O número de moléculas de CD11b expressas na superfície leucocitária é 

dependente do estado de ativação do leucócito (Saharay et al., 1997). 

 Com agravamento da DVC e o consequente aumento do processo inflamatório, 

supúnhamos que houvesse uma elevação dos níveis circulantes de sL-selectina nos grupos C2, 

C3, C4 e C4m em relação ao grupo C0a. Contrariamente ao esperado, observamos diminuição 

significativa da concentração sérica de sL-selectina dos grupos C2, C3, C4 e C4m em 

comparação ao grupo C0a. Nossos resultados corroboram os resultados encontrados em outro 

estudo (Saharay et al.,1997) no qual  foi constatado aumento da concentração de sL-selectina 

em amostras de plasma (obtidas por punção em uma das veias do pé) nos voluntários sadios, 

em relação aquelas encontradas nos pacientes com varizes e com lipodermatosclerose. 

Posteriormente, outro estudo (Jünger et al.,  2000) mostrou que, após submeter controles 
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saudáveis à hipertensão venosa experimental, houve redução significativa na expressão de sL-

selectina e não na expressão de L-selectina na superfície de leucócitos nos pacientes com 

ulcera venosa, sugerindo que pacientes com DVC apresentam um defeito específico no 

processo de shedding.  

 A forma circulante de E-selectina (sE-selectina) pode ser liberada por clivag em 

enzimática ou por shedding de células endoteliais ativadas ou danificadas (Pigott et al., 1992; 

Constans e Conri, 2006). Em nosso estudo não foi observado nenhuma diferença estatística na 

concentração sérica de sE-selectina entre os grupos.  No entanto, em outro estudo (Saharay et 

al.,1998) foi constatado aumento significativo de sE-selectina em amostras de plasma 

provenientes dos membros inferiores de pacientes com lipodermatosclerose, em relação às 

amostras dos controles e de pacientes com veias varicosas. 

 A P-selectina nas células endoteliais é armazenada nos corpos Weibel-Palade e em  

plaquetas,  nos grânulos-α. Após a ativação das plaquetas, a P-selectina presente nos grânulos-

α é prontamente translocada para superfície da membrana onde é rapidamente liberada por 

shedding. As sP-selectinas liberadas por shedding das plaquetas constituem a principal fonte  

da forma solúvel de P-selectina encontrada no plasma solúvel (Dunlop et al, 1992; Michelson 

et al., 1996). A P-selectina translocada para a membrana das células endoteliais ativadas é 

reciclada pela célula, porém é possível que uma parte da sP-selectina presente no plasma seja 

de origem endotelial (Burger e Wagner, 2003). Ambas as formas solúvel ou de membrana da 

P-selectina são agonistas de processos trombóticos e inflamatórios. As plaquetas ativadas são 

incorporadas ao trombo e a P-selectina expressa em suas superfícies auxilia no recrutamento 

de leucócitos para o local da lesão (André, 2004). Além disso, a P-selectina é capaz de induzir 

a expressão do fator tecidual em monócitos e de promover a ligação das plaquetas aos 

monócitos e aos neutrófilos (Celi et al., 1994). A concentração plasmática de sP-selectina não 

variou significativamente entre os grupos. Outro estudo (Lu et al., 2006) também não reportou 

diferença na concentração sérica de sP-selectina entre o grupo controle e o de pacientes 

(classes clínicas CEAP variando de C3 a C6). Nesse estudo, o sangue foi coletado da veia 

safena magna na região do tornozelo e ambos os grupos eram compostos por homens e 

mulheres. É possível que nossas pacientes não tenham níveis elevados de sP-selectina em 

relação às controles por apresentarem DVC primária, ou seja, não decorrente de um episódio 

de trombose venosa profunda (TVP). Alguns estudos correlacionam a incidência de TVP a 

altos níveis circulantes de sP-selectina (Blann et al., 2000; Kyrle et al., 2007; Rectenwald et 

al., 2005). Um estudo caso-controle realizado na população de San Diego mostrou que níveis 
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significativamente mais altos de sP-selectina plasmática estão relacionados aos casos de DVC 

mais graves, que podem ser ocasionados pela síndrome pós-flebítica caracterizada por 

obstrução venosa e incompetência valvular, e que ocorre após 50% dos casos de TVP (Bryan 

et al., 2012). 

 ICAM-1 é expressa de maneira constitutiva induzida, principalmente, na superfície das 

células endoteliais e serve como contra-receptor para a integrina CD11a/CD18. A interação 

entre ICAM-1 e CD11a/CD18 facilita a adesão e a migração de leucócitos ao longo do 

endotélio (Witkowska e Borawska, 2004, Contans e Conri 2006). Entretanto, a ligação entre 

sICAM-1 e CD11a/CD18 é capaz de inibir a adesão de linfócitos à superfície endotelial 

(Rieckmann et al., 1995). ICAM-1 e sua forma circulante estão envolvidas na fisiopatologia 

de inúmeras doenças inflamatórias (Witkowska e Borawska, 2004) e neoplasias (Banks et al., 

1993). A liberação de sICAM-1 é induzida por interferon-γ (IFN- γ), TNF-α, IL-1 e IL-6 

(Witkowska e Borawska, 2004). O mecanismo que permite a liberação de sICAM-1 não está  

completamente elucidado. Estudos in vitro mostraram que sICAM-1 simplesmente reflete a 

expressão endotelial de ICAM-1 nessas células (Leeuwenberg et al., 1992). sICAM-1 pode 

ser gerada através de shedding, via clivagem proteolítica por elastase de neutrófilos 

(Champagne et al., 1998) e MMPs (Lyons et al., 1998). Entretanto, outro estudo reporta a 

existência de mRNAs específicos que codificam a sICAM-1 (Wakatsuki et al., 1995). Em 

nosso estudo não houve variação da concentração sérica de sICAM entre os grupos estudados. 

Em outro estudo (Saharay et al., 1998) foi relatado aumento significativo da sICAM-1 em 

amostras plasma provenientes de veia de membros inferiores dos pacientes com varizes e com 

lipodermatosclerose, em relação aos controles.     

 VCAM-1, assim como ICAM-1, se assemelha estruturalmente às imunoglobulinas e é 

expressa nas células endoteliais em resposta a citocinas, e promove a firme adesão de 

leucócitos ao endotélio, via interação à integrina CD49d/CD29, expressa em monócitos e 

linfócitos (Saharay et al., 1998; Constans e Conri, 2006). A forma solúvel de VCAM-1 

(sVCAM-1) é liberada no sangue por shedding (Jacob et al., 2002). Em nosso estudo 

observamos aumento significativo da concentração sérica de sVCAM-1 somente em relação 

ao grupos C3 e C4m. Em outro estudo (Saharay et al.,1998) foi constatado aumento 

significativo na concentração plasmática de sVCAM-1 de pacientes com veias varicosas e 

com lipodermatosclerose em relação aos controles.  No entanto, este estudo não avaliou a 

diferença estatística entre os dois grupos de pacientes para, poder ser comparado com nossos 

resultados. 
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 É importante ressaltar que podemos não ter encontrado diferenças estatísticas nas 

concentrações das moléculas de adesão circulantes nos diferentes estágios clínicos da DVC 

porque, possivelmente, os níveis dessas moléculas encontrados no sangue correspondam 

apenas a uma proporção do total que foi liberado por shedding na circulação. É provável que 

uma parte dessas moléculas de adesão circulantes tenha se ligado a seus contra-receptores, 

diminuindo seus níveis circulantes (Gearing e Newman, 1993). 

  A cessação do fluxo sanguíneo e a estase venosa com baixa força de cisalhamento 

causa hiperviscosidade sanguínea e hipóxia relativa. A hipóxia leva à diminuição de pH e, 

consequente, ativação de leucócitos (Pascarella et al., 2005; Yasim et al., 2008). Os leucócitos 

ativados secretam metabólitos tóxicos, enzimas proteolíticas e ROS (Coleridge-Smith, 2001; 

Hollingsworth et al., 2001; Glowinsky e Glowinsky 2002; Jacob et al., 2002; Howlader e 

Coleridge-Smith, 2003). Esses mediadores têm efeitos tóxicos sobre a parede vascular e os 

tecidos circunjacentes com consequente aumento da permeabilidade capilar e destruição 

progressiva de tecidos e células. Com a lesão das células endoteliais, há aumento da tendência 

à trombogenicidade (Yasim et al., 2008). Nessas condições há baixa biodisponibilidade de 

fatores protetores do endotélio como o NO, PGI2 e EDHF, TM e tPA que promovem 

vasodilatação, fibrinólise, inibição da agregação plaquetária e coagulação, concomitantemente 

ao aumento dos níveis de vasoconstrictores como a endotelina-1, angiotensina II, PAI-1 e 

vWF (Constans e Conri, 2006).  

 A fibrinólise é o mecanismo fisiológico capaz de remover os trombos intravasculares 

permitindo a livre passagem de sangue nos vasos sanguíneos. (Wu e Zhao, 2002). Após a 

formação do coágulo no vaso lesionado, o sistema fibrinolítico degrada o coágulo de fibrina, 

restaurando o fluxo sanguíneo em órgãos vitais e tecidos. O sistema fibrinolítico é constituído 

pelas proteínas uroquinase-ativador de plasminogênio (uPA), tPA e plasminogênio. Essas 

proteínas formam uma cascata enzimática na qual uPA e tPA convertem plasminogênio em 

plasmina, que por sua vez, degrada a fibrina (Collen e Lijnen, 1991; Vassali et al., 1991). O 

tPA humano é uma serino-protease produzida pelo endotélio e certos tipos de células do 

sistema hematopoiético como os monócitos e os megacariócitos e é o principal ativador de 

plasminogênio encontrado no plasma (Wu e Zhao, 2002).  

 O PAI-1 é o principal inibidor de tPA e de uPA, regulando negativamente o sistema 

fibrinolítico (Loskutoff et al, 1989; Sprengers e Kluft, 1987), sintetizado pelas células 

endoteliais, hepatócitos e células musculares lisas. A produção e a liberação de PAI-1 nessas 

células podem ser induzidas por uma série de ativadores como a trombina, endotoxina e 
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citocinas. Células adiposas e plaquetas também produzem PAI-1 (Wu e Zhao, 2002).  

Funcionalmente, existem dois tipos de PAI-1, uma forma ativa e outra inativa ou latente. 

Somente a forma latente é capaz de se ligar a tPA e uPA e inibir as suas atividades 

fibrinolíticas (Wu e Zhao, 2002).   

tPA forma um complexo molecular com estequiometria de ligação 1:1 com PAI-1. 

Uma vez formado, o complexo é inativo e removido da circulação, provavelmente por 

interagir com receptores hepáticos. Em estudos populacionais existe uma relação direta entre 

as concentrações plasmáticas de tPA e PAI-1. Seguindo o equilíbrio de reação, uma alta 

concentração de tPA (e alta concentração de PAI-1) está associada a uma baixa atividade de 

tPA. Portanto, uma alta concentração de tPA é um marcador de alta concentração de PAI-1 e 

baixa atividade trombolítica intrínseca (de Bono, 1994).  

 A concentração de tPA observada nas amostras das pacientes C2, C3, C4 e C4m foi 

significativamente mais elevada do que no grupo C0a. É possível que a alta concentração de 

tPA encontrada no plasma de nossas pacientes, reflita um aumento da síntese de tPA pelo 

endotélio, resultante de um mecanismo para compensar a baixa atividade fibrinolítica de tPA. 

Em nosso estudo não avaliamos a concentração plasmática de PAI-1 e sim a sua atividade 

plasmática que permaneceu muito similar em todos os grupos estudados, não apresentando 

diferenças significativas inter-grupos. Provavelmente houve um aumento dos níveis de PAI-1 

nos grupos C2, C3, C4 e C4m que acompanhou a elevação das concentrações de tPA nesses 

grupos, mantendo a atividade de PAI-1 muito similar nos grupos estudados. Em outro estudo 

(Yasim et al., 2008) foi observado que não houve diferença significativa entre a concentração 

de tPA de amostras de plasma provenientes da veia braquial dos controles, em relação aos 

níveis plasmáticos dos pacientes em estágio clínico C2 de DVC primária.   

 O vWF é uma glicoproteína sintetizada exclusivamente nas células endoteliais e 

megacariócitos com duas funções principais:  (1) carrear o fator VIII na circulação,  

necessário para a sua estabilidade  (carreando o fator VIII, o vWF pode coordenar a formação 

de trombos ricos em fibrina e plaquetas no local da lesão endotelial);  (2)  mediar a adesão 

inicial de plaquetas no espaço subendotelial, por meio da ligação de receptores específicos 

presentes na superfície das plaquetas ao tecido conjuntivo subendotelial (Lip e Blann, 1995; 

Lip e Blann, 1997).  

O vWF secretado constitutivamente é encontrado na membrana basal ou livre no 

plasma. Uma quantidade adicional de vWF está presente nos corpos Weibel-Palade nas 

células endoteliais e é liberada, por exocitose, em resposta à lesão vascular (Lip e Blann, 
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1997). Os multímeros encontrados nos corpos Weibel-Palade são ricos na forma ultra large 

de vWF (UL-vWF) diferentemente dos multímeros encontrados no plasma em condições 

normais (Sporn et al., 1986; Sporn et al., 1987). A forma UL-vWF é altamente trombogênica 

podendo se ligar às plaquetas espontaneamente e causar agregação plaquetária (Sporn et al, 

1986; Sporn et al., 1987). O UL-vWF, ao ser liberado no plasma, é rapidamente clivado pela 

enzima ADAMTS-13 (Desintegrina e Metaloproteinase com motif tipo1 de Trombospondina-

13) originando formas menores de vWF que são incapazes de se ligar espontaneamente às 

plaquetas (Dong et al, 2002). Para que haja a formação do trombo é necessário que a 

concentração de UL-vWF liberado pelas células endoteliais se sobreponha à atividade 

catalítica de ADAMTS-13 (Bowen e Collins, 2006). 

A maior parte do vWF plasmático provém das células endoteliais e uma menor parte é 

oriunda das plaquetas. Por esse motivo o vWF é considerado um bom marcador de disfunção 

endotelial, estando seus níveis circulantes diretamente associados a uma série de doenças 

cardiovasculares como doença cardíaca isquêmica, doenças vasculares periféricas, aneurismas 

do ventrículo esquerdo, fibrilação atrial, doença vascular pulmonar, doença cérebro-vascular e 

TVP e aos fatores de risco cardiovasculares como o diabetes, hipertensão, homocistinúria, 

hipercolesterolemia e tabagismo (Lip e Blann, 1995;  Lip e Blann, 1997; Constans e Conri, 

2006).   

Em nossos resultados observamos níveis crescentes da concentração plasmática de 

vWF do grupo C2 ao grupo C4m e um concomitante aumento significativo de vWF no grupo 

C4m em relação aos grupos C2, C3 e C4, correspondendo ao avanço da lesão endotelial 

esperado com a evolução da doença. Inesperadamente encontramos uma alta concentração 

plasmática de vWF no grupo C0a com diferença significativa em relação ao grupo C2. Em 

outro estudo (Saharay et al.,1998) foi observada diferença significativa da concentração 

plasmática (sangue coletado em uma veia dos membros inferiores) entre os grupos com veias 

varicosas e lipodermatosclerose. Entretanto, esse estudo não avaliou os níveis plasmáticos 

desse biomarcador no grupo controle. Posteriormente, em um outro estudo (Yasim et al., 

2008) foi observado níveis plasmáticos (sangue coletado da veia ante-cubital) 

significativamente mais altos de vWF no grupo C2 em relação ao grupo controle.  

 Uma explicação plausível para a alta concentração plasmática de vWF encontrada no 

plasma de nossas pacientes seria a redução da atividade de ADAMTS-13 nessas amostras, 

uma vez que não seria esperado uma lesão endotelial tão elevada nesse grupo. Em um estudo 

(Dong et al., 2004) foi relatado que a proteólise de UL-vWF por ADAMTS-13 pode variar 
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significativamente entre indivíduos. Assim é possível que as participantes desse grupo 

especificamente tenham uma baixa atividade de ADAMTS-13, alta concentração de UL-vWF 

e  consequente vulnerabilidade à formação de trombos. 

 A TM é expressa especificamente na superfície das células endoteliais e se liga à 

trombina com alta afinidade. O complexo formado cliva a proteína C rapidamente para formar 

a proteína C ativada, que é um anticoagulante. O complexo formado entre a trombina e a TM 

também evita que a trombina, que é a enzima responsável pela formação do coágulo e um 

potente agregador plaquetário, seja capaz de converter o fibrinogênio em fibrina ou ativar as 

plaquetas (Esmon, 1995; Adams e Huntington, 2006). A forma solúvel da TM (sTM) é 

liberada do endotélio lesionado e é considerada um marcador de lesão endotelial (Constans e 

Conri, 2006). O aumento da concentração da sTM pode deixar o endotélio desprovido da 

forma de membrana de TM, tornando as células endoteliais incapazes de promover a ativação 

da proteína C aumentando, com isso, a tendência a formar trombos (Borgel et al., 2007). Em 

nosso estudo não encontramos um aumento progressivo significativo da concentração de sTM 

em relação à gravidade da doença. Apenas observamos que o grupo C4 apresentou uma 

concentração plasmática de sTM significativamente menor relação aos grupos C2, C3 e C4m. 

Em virtude do agravamento da disfunção endotelial, do processo inflamatório e do 

consequente aumento do risco de formação de trombos que imaginávamos encontrar no grupo 

C4, esperaríamos que nesse grupo os níveis circulantes de TM fossem superiores aos dos 

grupos C2 e C3. A razão para o decréscimo da concentração de sTM especificamente nesse 

grupo é desconhecida.  

 As veias varicosas são caracterizadas pela dilatação e tortuosidade excessivas. Há um 

número crescente de evidências na literatura que mostram que a dilatação venosa precede o 

refluxo valvular, ou seja, que a disfunção valvular é um epifenômeno da dilatação da parede 

vascular (Gandhi et al., 1993; Kirsch et al., 2000; Raffetto e Khalil, 2008b; Raffetto et al., 

2008). A dilatação das veias varicosas é resultado das alterações compensatórias na estrutura 

e função da parede vascular em decorrência das altas pressões hidrostáticas nas veias 

(Raffetto e Khalil, 2008a). Esse remodelamento tecidual progressivo que ocorre nas veias se 

deve, em grande parte, à atividade das MMPs e também ao seus ativadores e inibidores 

(Badier-Commander et al., 2000). As MMPs são secretadas na forma de pro-enzima (inativa) 

e requerem clivagem enzimática para ativação. Uma vez, ativadas elas degradam todos os 

componentes da matriz extracelular (Dollery et al., 1995). As MMPs são inibidas pelas 

TIMPs que formam, irreversivelmente, complexos de alta afinidade com as MMPs (Gomez et 
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al., 1997). Em nosso estudo avaliamos as concentrações sanguíneas totais (pro-enzima e 

enzima ativa) da MMP-2, MMP-3 e MMP-9, a concentração sérica de TIMP-1 e também a 

razão entre TIMP-1 e essas MMPs. 

 As concentrações séricas totais de MMP-2 nos grupos C2 e C3 foram estatisticamente 

mais baixas em relação ao grupo controle. Em compensação, a concentração sérica de TIMP-

1 foi inferior  (mas não significativamente) nos grupos C2 e C3 em relação ao grupo controle. 

Como resultado, observamos uma razão MMP-2/TIMP-1 muito similar entre os três grupos, 

não havendo diferença estatística entre os mesmos. Como a atividade de MMPs é finamente 

regulada pelas TIMPs, em condições normais, acreditamos que o acréscimo nos níveis 

circulantes do grupo controle foi compensado pelo aumento da concentração de TIMP-1, 

mantendo um equilíbrio entre as atividades anti-proteolíticas e proteolíticas que é também 

muito similar ao observado nos grupos C2 e C3. Entretanto, com a progressão da doença 

observamos um decréscimo significativo na razão TIMP-1/MMP-2 entre os grupos C2 e C4 e 

C3 e C4 que acreditamos ser uma evidência do desequilíbrio nessa razão em favor do aumento 

da proteólise pela MMP-2.  

Com relação à MMP-3 não houve diferença significativa nos níveis plasmáticos totais 

dessa metaloproteinase bem como não foi observada diferença estatística entre os grupos com 

relação à razão TIMP-1/MMP-3.  

A concentração plasmática de MMP-9 foi estatisticamente superior nos grupos C2 e C4 

em relação ao grupo controle. Além disso, a relação TIMP-1/MMP-9 foi significativamente 

menor nesses grupos e no grupo C3, em comparação ao grupo controle, sugerindo uma 

tendência em favor da proteólise da matriz extracelular nesses grupos. 

Alguns estudos relatam o aumento da expressão de MMP-2 em fragmentos de veias 

varicosas em relação a fragmentos de veias não-varicosas (Kowalewski et al. 2004; 

Sansilvestri-Morel et al., 2007), outros diminuição (Parra et al., 1998). Não há alteração 

quanto a expressão de MMP-2 em cultura de células da musculatura lisa vascular 

provenientes de veias varicosas, em relação às oriundas das veias normais (Sansilvestri-Morel 

et al., 1998). 

 Com relação à MMP-3, alguns autores reportam um aumento da expressão em 

amostras de veias varicosas comparado às veias normais (Kowalewski et al., 2004; 

Sansilvestri-Morel et al., 2007). Foi descrito, também, um aumento da expressão de MMP-3 

em cultura de células da musculatura lisa vascular extraída de veias varicosas, em relação às 

obtidas de veias normais. Esse aumento de expressão foi atribuído ao fato da MMP-3 ser 
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direta ou indiretamente (através da ativação de outras MMPs) envolvida na degradação do 

colágeno III e fibronectina da parede venosa (Sansilvestre-Morel et al., 2005).  

 Um estudo descreveu aumento na expressão de MMP-9 nas veias varicosas em 

comparação às veias controles (Kosugui et al., 2003), enquanto outro relatou redução na 

expressão dessa enzima nas veias varicosas, em relação a veias normais e que há variação 

regional da expressão de MMP-9 na veias varicosas, em comparação as veias normais 

(Woodside et al., 2003). Outro estudo (Sansilvestrini-Morel et al., 1998) reportou que não 

houve alteração na expressão dessa enzima em cultura de células da musculatura lisa vascular 

extraída de veias varicosas, em relação às obtidas das veias normais. Em outro estudo (Jacob 

et al., 2002) foi reportado aumento da atividade plasmática da pro-MMP-9 no sangue colhido 

das veias varicosas em comparação ao sangue colhido da veia braquial. 

Em relação à TIMP-1, alguns estudos (Parra et al.,1998; Sansilvestrini-Morel et al., 

2007) reportaram aumento da expressão de TIMP-1 em veias varicosas em relação as veias 

controles. Entretanto, em outro estudo (Woodside et al., 2003) foi relatado que não houve 

alteração na expressão desse inibidor nas veias varicosas em comparação as veias controles. 

Além disso, não houve alteração na expressão de TIMP-1 em cultura de células musculares 

lisas obtidas de veias varicosas em relação àquelas extraídas de veias controles (Sansilvestri-

Morel et al., 1998). 

  Somente um estudo (Badier-Commander et al., 2000) relacionou a concentração de 

MMPs com a concentração de TIMPs encontrada em fragmentos de veias varicosas e de veias 

normais. Nesse estudo foi observado que a razão TIMP-1/MMP-2 foi 3,6 vezes maior nas 

veias varicosas em comparação às veias controles e os autores atribuíram esse resultado ao 

fato de haver um desequilíbrio entre a produção de TIMP-1 e MMP-2 em favor do aumento 

da atividade anti-proteolítica nas veias varicosas em comparação às veias normais o que 

poderia explicar, em parte, a tendência ao acúmulo de matriz extracelular na parede das veias 

varicosas. Esses resultados contrastam com os nossos dados e essa divergência pode ser 

decorrente de calcularmos a razão TIMP-1/MMP-2 através da concentração sérica desses dois 

biomarcadores e não de amostras extraídas do próprio tecido venoso. 

Com o avanço da DVC, alterações cutâneas nos membros inferiores dos pacientes 

começam a ser observadas e estão associadas à microangiopatia (Virgini–Magalhães et al., 

2006). A microangiopatia na DVC é caracterizada por um número reduzido de capilares 

dilatados, enrolados e ramificados com aparência semelhante aos glomérulos renais e, 

dependendo da gravidade da doença, pode ocorrer trombose microvascular e aumento da 
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permeabilidade dos vasos linfáticos (Howlader e Coleridge-Smith, 2004). Os fatores que 

induzem a proliferação do endotélio capilar na microangiopatia ainda não foram elucidados, 

entretanto acredita-se que o VEGF tenha uma forte implicação nessas alterações do leito 

microvascular que acometem os pacientes com DVC (Howlader e Coleridge-Smith, 2004). 

Em um estudo (Yasim et al., 2008) foi reportado aumento estatisticamente significante 

dos níveis plasmáticos (sangue coletado da veia braquial) de VEGF em pacientes em estágio 

C2 em relação aos controles corroborando com nossos resultados em que encontramos níveis 

significativamente mais elevados de VEGF nos grupos C2, além dos grupos C4 e C4m.  É 

importante ressaltar que nos grupos C4 e C4m as manifestações cutâneas, como a 

lipodermatosclerose, estão presentes o que explica as altas concentrações de VEGF. O VEGF 

é secretado em resposta a hipertensão venosa local e tem uma participação importante na 

permeabilidade vascular, edema tecidual, deposição de fibrina e lipodermatosclerose (Yasim 

et al., 2008). Outros estudos mostraram que a concentração plasmática de VEGF, em amostras 

de sangue coletados de veias dos membros inferiores, é significativamente mais alta nos 

pacientes em relação aos controles (Shoab et al., 1998). Em outro estudo foi demonstrado que 

os níveis plasmáticos de VEGF (de amostras sanguíneas retiradas das veias dos membros 

inferiores) foram significativamente mais elevados no grupo com úlcera varicosa, em relação 

ao grupo controle (Howlader e Coleridge-Smith, 2004). Entretanto, em outro estudo não foi 

encontrada diferença estatística na concentração plasmática de VEGF (sangue coletado da 

veia braquial) entre o grupo controle e o grupo de pacientes (Hollingsworth et al., 2001).  

A Angiopoietina-1 é liberada constitutivamente pelas células perivasculares e 

desempenha um papel importante na homeostase e proteção vascular  contra a inflamação 

(Augustin et al., 2009). Angiopoietina-1 é um fator primordial para manutenção da 

integridade endotelial, prevenindo a apoptose, a formação de trombos e a inflamação vascular 

(Koh, 2013). Um estudo demonstrou que a infusão endovenosa de Angiopoietina-1 

recombinante melhorou a disfunção múltipla de órgãos em um modelo de sepse experimental, 

muito provavelmente por manter a integridade endotelial nesses animais (David et al., 2011). 

Além disso, a Angiopoietina-1 é capaz de inibir o aumento da permeabilidade vascular 

induzido pelo VEGF (Koh et al., 2013). 

A Angiopoietina-2 é armazenada nos corpos Weibel-Palade nas células endoteliais, 

sendo liberada após estímulo (Fiedler et al., 2004). A Angiopoietina-2 bloqueia a via de 

sinalização da Angiopoietina-1 e, em virtude disso, desestabiliza a vasculatura, leva à 
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apoptose das células endoteliais e regressão do vaso sanguíneo na presença ou ausência de 

VEGF (Ballabh et al., 2007; Herouy et al., 2009). 

A concentração plasmática de Angiopoietina-1 foi significativamente mais alta nos 

grupos C4 e C4m em relação ao grupo C0a o que foi interessante pois nesses grupos também 

observamos concentrações plasmáticas mais elevadas de VEGF em relação aos controles. 

Esses dados sugerem que o aumento da concentração plasmática de Angiopoietina-1 seja um 

mecanismo compensatório do organismo para diminuir a permeabilidade vascular causada 

pelo VEGF e, com isso, restabelecer o controle da passagem dos componentes plasmáticos e 

da circulação das células entre o sangue e os tecidos pelas células endoteliais.   

Em nosso estudo não encontramos diferença significativa na concentração plasmática 

de Angiopoietina-2. A Angiopoietina-2 é altamente expressa na angiogênese tumoral 

(Vajkoczy et al., 2002), em áreas de hipóxia tecidual (Koga et al., 2001). Além disso, diversos 

tipos de câncer  causam aumento significativo da concentração sanguínea de Angiopoietina-2 

(Thomas e Augustin, 2009). Foi reportado também aumento dos níveis séricos de 

Angiopoietina-2 em pacientes sépticos, o que se correlaciona diretamente com a mortalidade 

desses pacientes. (Parikh et al., 2006; Gallagher et al., 2008; Orfanos et al., 2007; Siner et al., 

2009). Não encontramos diferenças estatísticas na concentração de Angiopoietina-2 entre os 

grupos, pois supomos que os níveis circulantes de Angiopoietina-2 se elevem em condições 

patológicas severas com quadro inflamatório grave e sistêmico como o câncer e a sepse, o que 

não é o caso da DVC. 

Não observamos também diferenças estatísticas entre os grupos com relação à razão 

Angiopoietina-1/Angiopoietina-2 indicando que a progressão da DVC não afeta o equilíbrio 

entre esses dois fatores. Em um estudo envolvendo pacientes com mieloma foi observado que 

a redução progressiva da razão Angiopoietina-1/Angiopoietina-2 se correlaciona com o 

agravamento dos sintomas e diminuição da sobrevivência desses pacientes (Terpos et al., 

2012). 

 A Angiopoietina-1 e Angiopoietina-2 são ligantes para receptor tirosina-quinase Tie-2 

presente na superfície das células endoteliais.  Existe também uma forma solúvel do receptor 

Tie-2 (sTie-2) que resulta de clivagem proteolítica do receptor ligado à membrana (Findley et 

al., 2008).  

Alguns estudos demonstraram níveis elevados de sTie-2 em doenças caracterizadas 

pelo remodelamento vascular como insuficiência  cardíaca congestiva, hipertensão e 

síndromes coronarianas agudas (Chung et al., 2003; Chong et al., 2004; Lee et al., 2004; 
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Nadar et al., 2005). A concentração sanguínea de sTie-2 em pacientes com carcinoma de 

células renais se correlaciona com o estágio da doença e mortalidade, sugerindo uma 

correlação direta dos níveis circulantes de sTie-2 com o aumento da angiogênese tumoral 

(Harris et al., 2001). Entretanto, ainda não se sabe se a alta concentração circulante de sTie-2 

é um marcador de sinalizações anormais ou de disfunção celular, sendo com isso uma 

consequência da doença ou se ela contribui para progressão da doença vascular (Findley, 

2007). Inesperadamente em nosso estudo encontramos níveis plasmáticos significativamente 

menores de sTie-2 no grupo mais grave, o grupo C4m, em relação aos grupos C2, C3 e C4 o que 

contrasta com os dados da literatura que envolvem outras doenças. Com relação à DVC, 

nenhum outro estudo quantificou a forma circulante de Tie-2, e por isso, não sabemos como a 

concentração sanguínea desse biomarcador se comporta nos diferentes estágios clínicos da 

doença. 

Uma outra característica das alterações cutâneas associadas a DVC é a fibrose tecidual 

da derme que alguns estudos relacionam ao aumento da expressão de TGF-β1. Os leucócitos 

ativados transmigram da vasculatura e liberam TGF-β1, que estimula a produção de colágeno 

pelos fibroblastos dérmicos culminando com a fibrose da derme (Pappas et al., 1999). Além 

disso, TGF-β é capaz de induzir ou de reprimir a proliferação das células endoteliais, 

dependendo do tipo de complexo de receptores na superfície das células endoteliais que ele 

estimule, e também da interação desse complexo com a Endoglina, seu receptor auxiliar 

(Lebrin e Mummery, 2008). Avaliamos em nosso estudo a participação da via do TGF-β na 

angiogênese e nas alterações cutâneas que ocorrem nos pacientes com DVC através da 

quantificação dos níveis séricos da forma solúvel da Endoglina (sEndoglina). 

A Endoglina é um receptor auxiliar de TGF-β que age modulando a sua sinalização 

(ten Dijke et al., 2008). Em uma variedade de células incluindo os mioblastos, as respostas 

dependentes de TGF-β1 que são reprimidas pela Endoglina compreendem a inibição da 

proliferação celular, adesão celular, fosforilação da molécula de adesão célula endotelial-

plaqueta-1(PECAM-1) e aumento da expressão de componentes da matriz extracelular 

colágeno e fibronectina (Bernabeu et al., 2007). Apesar de TGF- β ser um potente inibidor da 

proliferação celular, a presença de Endoglina bloqueia esse efeito (Lastres et al., 1996; Li et 

al., 2000). A correlação direta da expressão da Endoglina com aumento da proliferação 

celular foi confirmada em diversos modelos experimentais (Bernabeu et al., 2007). Além 

disso, a Endoglina é altamente expressa no endotélio em proliferação durante o processo de 

angiogênese (Burrows et al., 1995; Bodey et al., 1998; Fonsatti et al., 2003) e também está 
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envolvida na estabilização da enzima óxido nítrico sintase endotelial (eNOS) produtora de 

NO (Toporsian et al., 2005). 

A forma solúvel de Endoglina (sEndoglina) é liberada na circulação por shedding 

proteolítico e antagoniza sua forma de membrana (ten Dijke et al., 2008). A sEndoglina inibe 

a formação do tubo capilar in vitro e induz a permeabilidade capilar e hipertensão in vivo 

(Venkatesha et al, 2006).  Altos níveis séricos de sEndoglina têm sido associados à pré-

eclâmpsia (Levine et al., 2004; Levine et al., 2006) e à angiogênse tumoral (Fonsatti et al., 

2001).  

Acreditamos que o aumento da liberação da sEndoglina seja um mecanismo 

compensatório para inibição da proliferação do endotélio capilar em tecidos que estão sob 

intenso processo de angiogênese, o que parece não ser o caso da DVC ou então o processo de 

angiogênese que pode existir na DVC não é dependente da via de sinalização de TGF-β 

/Endoglina, uma vez que não encontramos diferença significativa dos níveis séricos de 

sEndoglina entre os grupos estudados. A sEndoglina também não foi avaliada em nenhum 

estudo com DVC e por isso não sabemos como seus níveis se correlacionam com o agravo da 

doença. 

Algumas evidências relacionam a DVC com o estresse oxidativo da parede da veia 

varicosa (Glowinski e Glowinski, 2002; Karatepe et al., 2010). O aumento do estresse 

oxidativo está associado à gênese da disfunção endotelial, que por sua vez, está associada à 

disfunção valvular que, entre outros fatores, pode levar ao desenvolvimento das veias 

varicosas (Guzik et al., 2011). Para avaliar o estresse oxidativo em nosso estudo, utilizamos a 

ent-Prostaglandina F2α, um composto pertencente à família dos F2-isoprostanos que são 

compostos com potentes atividades biológicas e sua quantificação representa um indício 

confiável do estresse oxidativo in vivo (Montine e Morrow, 2005). Níveis elevados de F2-

isoprostanos foram encontrados em pacientes com aterosclerose e desordens 

neurodegenarativas, que são doenças caracterizadas pelo aumento do estresse oxidativo 

(Morrow et al., 1990). Os isoprostanos são compostos semelhantes às prostaglandinas. 

Entretanto, diferentemente das prostaglandinas que são geradas a partir do ácido araquidônico 

pela ação enzimática das ciclooxigenases, os isoprostanos são originados da auto oxidação do 

araquidonato por ROS (Yin et al., 2007).  

 Em nosso estudo não foram observadas diferenças estatísticas entre os grupos com 

relação aos níveis urinários da ent-Prostaglandina F2α. Outro estudo (Guzik et al., 2011) 

relatou aumento da produção de radicais superóxido em amostras de veias varicosas em 
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relação a veias normais, e que esse aumento é decorrente da atividade de nicotinamida 

adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH) oxidases e da NOS desacoplada. Krzysciak e Kóska 

(2011) reportaram aumento significativo da concentração do malonildialdeido (MDA), um 

marcador de estresse oxidativo, em amostras de veias de pacientes com DVC, em relação às 

veias normais e, concomitantemente, foi observado diminuição significativa da atividade da 

superóxido dismutase (SOD) e da capacidade antioxidante total nas amostras de veias 

varicosas em comparação as amostras controles. Em outro estudo (Condezo-Hoyos et al., 

2013) foi relatado aumento significativo da concentração plasmática de proteína carbonilada e 

da concentração de MDA ligado a proteínas em pacientes com estágio clínico C2, em relação 

aos controles e diminuição da concentração plasmática da glutationa reduzida e da atividade 

plasmática da catalase que são biomarcadores relacionados a defesa antioxidante. No entanto, 

em outro estudo (Yasim et al., 2008) não foi encontrada  diferença estatística entre os níveis 

plasmáticos (sangue coletado da veia braquial) de MDA nos pacientes C2 e nos controles. Não 

encontramos diferenças estatísticas entre controles e pacientes com relação a concentração 

urinária de ent-Prostaglandina F2α possivelmente, por esse composto não ser um bom 

marcador de estresse oxidativo para a DVC ou o tipo de espécime, nesse caso a urina, não 

refletir os níveis de estresse oxidativo encontrados na parede de veias varicosas, como foi 

descrito em dois outros estudos (Guzik et al., 2011; Krzysciak e Kóska, 2011). 

 Existe uma série de evidências na literatura que associam a disfunção endotelial à 

diminuição da produção de estrogênio após a menopausa natural ou cirúrgica ou na falência 

ovariana prematura (Taddei et al, 1996; Mercuro et al., 1999; Sanada et al., 2003; 

Kalantaridou et al., 2004;). A ação do estrogênio no sistema cardiovascular pode ser de 

maneira direta nos vasos sanguíneos ou, indiretamente, através da modulação dos fatores de 

risco cardiovasculares como, o perfil lipídico (Bush et al., 1987). Os efeitos diretos do 

estrogênio sobre o endotélio compreendem: vasodilatação aguda mediada pelo aumento da 

síntese e biodisponibilidade do NO (Mendelsohn e Karas, 1999; Khalil, 2005); modulação a 

longo-prazo do tônus vascular por meio da produção de prostaglandinas, expressão dos genes 

de eNOS e de endotelina (Hermenegildo et al., 2006; Maturana et al., 2007); inibição da 

vasoconstrição induzida pela endotelina (Nilsson e Gustafsson, 2000). Por ser um fator de 

proteção endotelial supomos que a falta do estrogênio seja um fator que concorre com a idade 

para o agravamento da DVC nas pacientes C4m. Ao compararmos o resultado da concentração 

de vWF (biomarcador de lesão endotelial) entre os grupos C4m e C4 que possuem o mesmo 

estágio clínico da doença, ainda assim observamos aumento significativo da concentração 
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desse biomarcador no grupo C4m em comparação ao grupo C4 evidenciando um maior 

comprometimento da função endotelial no grupo C4m. 

 Além da limitação gerada pela variável idade, que já foi comentada no princípio da 

discussão, uma outra limitação de nosso estudo foi o local de coleta de sangue para avaliação 

dos biomarcadores. Na maioria dos estudos que abordam a DVC e marcadores sanguíneos, o 

sangue é aspirado de veias dos membros inferiores e, em grande parcela desses estudos, o 

sangue é retirado após o paciente permanecer sentado ou em ortostase por 30-45 minutos. 

Essas manobras induzem à hipertensão venosa nos membros inferiores e acentuam o processo 

inflamatório já estabelecido nos pacientes com DVC. Como o sangue é removido próximo do 

foco inflamatório, é esperado que os níveis circulantes de certos biomarcadores estejam mais 

elevados nesse local do que no braço, onde foi realizada a punção venosa em nosso estudo. 

Talvez alguns resultados não tenham correspondido ao esperado por estarmos coletando 

sangue de um local distante do sítio inflamatório e também por não provocarmos uma 

hipertensão venosa. Entretanto, outro estudo (Jacob et al.,2002) demonstrou que não há 

diferença significativa entre os níveis circulantes de sICAM-1, sVCAM-1 e sL-selectina entre 

o sangue puncionado da veia braquial e da veia varicosa. Esses autores também verificaram 

que não há diferença significativa entre as concentrações sanguíneas de vWF, sTM, VEGF e 

sL-selectina antes e após a hipertensão venosa experimental. Além disso, foi constatado nesse 

estudo que os níveis circulantes de sICAM-1 e sVCAM-1 são alterados significativamente 

após a hipertensão venosa. Um estudo (Danielsson et al., 2003) mostrou que a hipertensão 

venosa não influencia a concentração sérica de IL-6, sICAM-1, sVCAM-1 e sL-selectina.  Em 

outro estudo (Lu et al., 2006) relatou que a hipertensão venosa não altera significativamente a 

concentração sérica de sP-selectina.  

Outra limitação de nosso estudo foi a escassez de trabalhos que avaliam os níveis 

sanguíneos de biomarcadores por ELISA e também a falta de trabalhos que comparem 

controles e pacientes estratificados em estágios clínicos CEAP e envolvam somente mulheres. 

Em geral, muitos trabalhos quantificam biomarcadores em amostras de pele de membros 

inferiores e avaliam a expressão destes em fragmentos de veias por técnicas como 

imunohistoquímica e western blotting. Paralelamente, a grande parte dos estudos compara o 

grupo controle a um grupo de pacientes com DVC, não fazendo distinção entre os estágios 

clínicos, a etiologia (primária ou secundária) da doença e o gênero dos participantes, o que 

dificultou relacionar nossos resultados com os de outros estudos. 
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6 RESUMO DOS ACHADOS 

 

 

Os principais a chados desse estudo foram: 

 

a) Os níveis séricos de IL-6 no grupo C4m são significativamente maiores do 

que os níveis encontrados nos grupos C0a e C2; 

 

b) Redução significativa da concentração sérica de sL-selectina nos grupos C2, 

C3, C4 e C4m em comparação ao grupo C0a, sugerindo que pacientes com 

DVC apresentam um defeito específico no processo de shedding; 

 

c) Não há alteração significativa dos níveis circulantes de sE-selectina, sP-

selectina e sICAM entre os grupos; 

 

d) Aumento significativo da concentração sérica de sVCAM-1 somente entre 

os grupos C3 e C4m; 

  

e) Elevação significativa da concentração de tPA nas pacientes C2, C3, C4 e 

C4m em relação ao grupo C0a, possivelmente, para compensar a baixa 

atividade fibrinolítica de tPA; 

 

f) A atividade plasmática de PAI-1 não apresentou diferenças significativas 

inter-grupos sugerindo aumento dos níveis circulantes de PAI-1 nos grupos 

C2, C3, C4 e C4m para acompanhar a elevação das concentrações de tPA 

nesses grupos mantendo a atividade de PAI-1 muito semelhante nos grupos 

estudados; 

 

g) Aumento significativo de vWF no grupo C4m em relação aos grupos C2, C3 

e C4 sugerindo avanço da lesão endotelial. Entretanto, houve uma alta 

concentração de vWF no grupo C0a com diferença significativa em relação 

ao grupo C2 o que pode ser explicado pela redução da atividade de 

ADAMTS-13; 
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h) A concentração plasmática de sTM foi estatisticamente menor no grupo C4 

em relação aos grupos C2, C3 e C4m; 

 

i) A concentração sérica total de MMP-2 no grupo controle foi 

estatisticamente mais alta que as encontradas nos grupos C2 e C3, em 

compensação a concentração sérica de TIMP-1 foi mais elevada (não 

estatisticamente) no grupo controle em relação aos grupos C2 e C3. Como 

resultado, a razão TIMP-1/MMP-2 foi semelhante entre os três grupos. 

Com a progressão da doença há decréscimo significativo na razão TIMP-

1/MMP-2 entre os grupos C2 e C4 e C3 e C4 evidenciando um desequilíbrio 

nessa razão em favor do aumento da proteólise pela MMP-2; 

 
 

j) Com relação à MMP-3 não houve diferença significativa nos níveis 

plasmáticos totais e não foi observada diferença estatística entre os grupos 

com relação a razão TIMP-1/MMP-3;  

 

k) A concentração plasmática de MMP-9 foi estatisticamente superior nos 

grupos C2 e C4 em relação ao grupo controle. Além disso, a relação TIMP-

1/MMP-9 foi significativamente menor nesses grupos e no grupo C3 em 

comparação ao grupo controle sugerindo uma tendência em favor da 

proteólise da matriz extracelular nesses grupos; 

 
 

l) Houve elevação significativa dos níveis plasmáticos de VEGF nos grupos 

C2 e nos grupos C4 e C4m; 

 

m) A concentração de Angiopoietina-1 foi significativamente mais alta nos 

grupos C4 e C4m em relação ao grupo C0a e nesses grupos também houve 

aumento das concentrações de VEGF em relação ao grupo controle, 

sugerindo o envolvimento da Angiopoietina-1 no mecanismo 

compensatório para diminuir permeabilidade vascular causada pelo VEGF; 
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n) Não encontramos diferenças estatísticas na concentração de Angiopoietina-

2 entre os grupos, pois supomos que seus níveis se elevem em condições 

patológicas severas com quadro inflamatório grave e sistêmico o que não é 

o caso da DVC; 

 

o) Não houve diferenças estatísticas entre os grupos com relação à razão 

Angiopoietina-1/Angiopoietina-2 indicando que a progressão da DVC não 

afeta o equilíbrio entre esses dois fatores; 

 

p) Encontramos níveis plasmáticos significativamente menores de sTie-2 no 

grupo C4m; 

 

q) Não observamos diferenças significativas dos níveis séricos de sEndoglina 

entre os grupos, sugerindo que o processo de angiogênese que pode existir 

na DVC não é dependente da via de sinalização de TGF-β /Endoglina; 

 

r) Não encontramos diferenças estatísticas entre os grupos com relação à 

concentração urinária de ent-Prostaglandina F2α; 

 

s) Houve aumento significativo da concentração de vWF  no grupo C4m em 

comparação ao grupo C4 evidenciando um maior comprometimento da 

função endotelial no grupo C4m, possivelmente causado pela deficiência de 

estrogênio. 
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CONCLUSÃO 

  

Não foi identificado nenhum biomarcador que se correlacionasse diretamente ou 

inversamente com a progressão da DVC, provavelmente devido à diversidade de fatores 

envolvidos e à complexa interação entre eles durante o curso da doença. 
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APÊNDICE - Validação do método de ensaio  

 

 

Procedimentos 

 

 

Precisão  

 

 

 Para avaliação da precisão intra e inter-ensaio da maioria dos kits foram utilizados três 

CQs com faixas de concentração distintas (baixa, intermediária e alta).  Nos kits para 

quantificação de P-selectina, L-selectina e sTM, que continham apenas um CQ, foi realizada 

uma diluição nesse CQ para se obter dois CQs com níveis de concentração diferentes. Para os 

kits de vWF e de ent-PGF2α, que não possuíam controles, foram utilizadas diluições dos 

padrões de concentração para obter dois CQs com níveis de concentração diferentes. 

 

 

Precisão intra-ensaio 

 

 

Para avaliação da precisão intra-ensaio foram adicionados ao mesmo ensaio seis 

replicatas de cada um dos CQs.  A partir do resultado dessas replicatas, foi calculado o 

coeficiente de variação (CV%) intra-ensaio para cada um dos CQs através da fórmula abaixo: 

 

                                      (3) 

 

Os CV% intra-ensaios obtidos eram comparados com os valores estabelecidos pelo 

fabricante. Se os valores estivessem em conformidade com aqueles propostos pelo fabricante, 

a precisão intra-ensaio era validada. 

 

CV% = 100 x       Desvio-padrão entre replicatas                                       

   Média da concentração das replicatas 
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É importante ressaltar que quatro das seis replicatas de cada CQ deveriam estar dentro 

dos limites estabelecidos pelo fabricante. Caso contrário a precisão intra-ensaio era 

invalidada.  

 

 

Precisão inter-ensaio 

 

 

Para avaliação da precisão inter-ensaio foram adicionados em seis ensaios diferentes 

uma replicata de cada um dos CQs.  A partir do resultado dessas replicatas, foi calculado o 

coeficiente de variação (CV%) inter-ensaio para cada um dos CQs através da fórmula abaixo: 

 

                                    (4) 

    

                                 

Os CV% inter-ensaios obtidos eram comparados com os valores declarados pelo 

fabricante. Se os valores estivessem em conformidade com aqueles propostos pelo fabricante, 

a precisão inter-ensaio era validada. 

Além disso, quatro das seis replicatas de cada CQ deveriam estar dentro dos limites 

estabelecidos pelo fabricante. Caso contrário a precisão inter-ensaio era invalidada.  

  

 

Linearidade 

 

 

 A análise da linearidade consistiu em fazer diluições 1:2 e 1:4 a partir da diluição 

original (indicada pelo fabricante do kit) de amostras de sangue e urina de voluntárias 

saudáveis (não participantes do estudo) para verificar se o valor de concentração mensurado 

com as duas diferentes diluições estava próximo ao valor teórico que é valor de concentração 

da amostra com a diluição original. Por biomarcador, foram utilizadas duas amostras de 

voluntárias saudáveis e para cada diluição, as amostras eram analisadas em duplicata. O 

cálculo da linearidade foi realizado conforme quadro abaixo (Quadro 4): 

 

CV% = 100 x  Desvio-padrão entre replicatas                                       

  Média da concentração das replicatas 
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Quadro 4 – Cálculo da linearidade do kit 

Fator de 

diluição 

Valor 

mensurado 

Valor teórico Recuperação 

(%) 

1 Z - - 

2 xx Z/2 Xx 

4 xx Z/4 Xx 

Fonte: A autora, 2013. 
 

 

A recuperação foi calculada da seguinte forma:  

                                                                                          

                                                                                                                                                  (5)         

 

 

Verificação dos valores normais esperados 

 

 

 Os valores normais esperados para cada biomarcador foram verificados utilizando 

amostras de sangue coletadas de 20 mulheres adultas aparentemente saudáveis com faixa 

etária entre 20 e 40 anos. Os valores obtidos foram comparados com aqueles dos fabricantes.  

 

 

Resultados   

 

 

 Para todos os biomarcadores, a precisão intra e inter-ensaio e linearidade estavam em 

conformidade com o estabelecido pelos fabricantes dos kits. Os valores normais esperados 

para sVCAM-1, MMP-2, MMP-3, TIMP-1, PAI-1, tPA, sTM e Endoglina ficaram dentro da 

faixa de normalidade informada pelo fabricante. A faixa de valores normais dos demais 

biomarcadores (com exceção de ent-PGF2α cujos valores não foram informados pelo 

fabricante e IL-6 por não termos mais amostras de soro das voluntárias) diferiu em relação aos 

valores propostos pelo fabricante. O motivo dessa diferença pode ser decorrente do gênero e 

Recuperação (%) = Valor mensurado x 100                   
   Valor esperado 
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da faixa etária das voluntárias. No processo de verificação de valores normais esperados 

realizados em nosso laboratório, todas as voluntárias eram mulheres com faixa etária entre 20-

40 anos. Por outro lado, para obtenção das faixas de valores normais, os fabricantes 

provavelmente levaram em conta amostras de ambos os gêneros com outras faixas etárias.  

 Com base nos resultados da validação, o limite de quantificação de cada biomarcador, 

o ajuste da curva de calibração para análise de Ang-1 e o fator de diluição para o ensaios de 

sP-selectina, Ang-1 e vWF tiveram que ser alterados. Segue abaixo o quadro (Quadro 5) que 

resume os resultados obtidos com o processo de validação dos kits. 

 

Quadro 5 – Resumo dos resultados do processo de validação dos kits (Continua) 
Biomarcador 

Método 

Analítico, Kit 

Fator 

de 

diluição 

Precisão 

intra-

ensaio 

(%) 

Precisão 

inter-

ensaio 

(%) 

Linearidade 

(%) 

Limite de 

quantificação 

Valores 

normais 

esperados 

Ajuste 

da 

curva 

padrão 

sE-selectin/ 
ELISA, 

Quantikine 
(R&D Systems 

Inc) 

10 4,15 7,59 96-104 0,0476 
(ng/ml)* 

14-45 
(ng/ml) 

4-PL 

sP-selectin 
/ELISA, 

Quantikine 
(R&D Systems 

Inc) 

2* 4,98 4,68 98-108 0,0954 
(ng/ml)* 

7-47 
(ng/ml) ** 

4-PL 

sL-selectin 
/ELISA, 

Quantikine 
(R&D Systems 

Inc) 

100 4,27 3,44 96-98 0,0309 
(ng/ml)* 

649-1.340 
(ng/ml) ** 

4-PL 

sICAM-1 
/ELISA, 

Quantikine 
(R&D Systems 

Inc) 

20 4,20 4,46 88-95 0,0108 
(ng/ml)* 

159-256 
(ng/ml) ** 

 

4-PL 

sVCAM-1/ 
ELISA, 

Quantikine(R&
D Systems Inc) 

20 6,99 2,10 106-116 0,0057 
(ng/ml)* 

330-776 
(ng/ml) 

Log-Log 

MMP-2 /ELISA, 
Quantikine(R&
D Systems Inc) 

10 3,53 4,56 91-104 0,0291 
(ng/ml)* 

137,89-
244,30 
(ng/ml) 

Log-Log 

MMP-3 /ELISA, 
Quantikine(R&
D Systems Inc) 

10 4,29 4,68 101-109 0,0129 
(ng/ml)* 

5,1-13,3 
(ng/ml) 

Log-Log 
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Quadro 5 – Resumo dos resultados do processo de validação dos kits (Continuação) 

MMP-9 
/ELISA, 

Quantikine 

(R&D Systems 
Inc) 

100 7,65 5,43 92-104 0,0204 
(ng/ml)* 

29,4-
121,3 

(ng/ml) ** 

4-PL 

TIMP-1 
/ELISA, 

Quantikine 
(R&D Systems 

Inc) 

100 1,96 3,65 98-100 0,0063 
(ng/ml)* 

131-202 
(ng/ml) 

4-PL 

vWF /ELISA, 
Imubind 
(American 

Diagnostica Inc) 

200* 7,70 5,46 108-115 0,1188 
(mUI/ml)* 

465-1.838 
(mUI/ml)

** 

4-PL 

PAI-1/ Ensaio 
Cromogênico, 
Spectrolyse 
(American 

Diagnostica Inc) 

1 5,30 4,60 86-99 0,1 (UI/ml)* 3,33-
20,92 

(UI/ml) 

Linear 

tPA /ELISA, 
Imubind 
(American 

Diagnostica Inc) 

1 4,28 6,62 93-104 0,0450 
(UI/ml)* 

3,66-
12,60 

(UI/ml) 

Linear 

sTM /ELISA, 
Imubind 
(American 

Diagnostica Inc) 

4 4,66 7,81 104-114 0,0252 
(ng/ml)* 

3,29-4,75 
(ng/ml) 

4-PL 

VEGF /ELISA, 
Quantikine(R&
D Systems Inc) 

1 9,83 5,11 87-102 0,0292 
(pg/ml)* 

1,7-62,3 
(pg /ml) 

** 

4-PL 

IL-6 /ELISA, 
High 

Sensitivitiy 
Quantikine(R&
D Systems Inc) 

1 11,7 9,18 103-112 1,7700 
(pg/ml)* 

Não foi 
realizado 

Log-Log 

Ang-1/ ELISA, 
Quantikine(R&
D Systems Inc) 

10* 3,60 3,80 97-105 0,3270 
(pg/ml)* 

1.267,3 -
6.048,2 

(pg/ml) ** 

Log-
Log* 

Ang-2 /ELISA, 
Quantikine(R&
D Systems Inc) 

5 2,96 4,01 100-103 0,0780 
(pg/ml)* 

952-3.565 
(pg/ml) ** 

4-PL 

sTie-2 /ELISA, 
Quantikine(R&
D Systems Inc.) 

10 8,31 9,70 102-113 0,0369 
(ng/ml)* 

19,4-29,5 
(ng/ml) ** 

Log-Log 
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Quadro 5 – Resumo dos resultados do processo de validação dos kits (Conclusão) 

 
Nota: *Alterado em relação ao proposto pelo fabricante, ** faixas de valores normais   

diferentes das estabelecidas pelo fabricante e *** faixa de valores normais não 
fornecidas pelo fabricante pelo fabricante. 

 
 Fonte: A autora, 2013. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

sEndoglina/ 
ELISA, 
Quantikine(R&
D Systems Inc) 

1 2,14 3,22 93-101 0,0176 
(ng/ml)* 

3,68-6,43 
(ng/ml) 

4-PL 

ent-PGF2α/  
ELISA, Cayman 
Chemicals 

10 11,12 15,73 89-104 0,0764 
(pg/ml)* 

809-9.638 
(pg/ml) 

*** 

4-PL 


